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Resumen 
 
Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Tospovirus, Bunyaviridae), agente etiológico de la 
enfermedad ‘peste negra’, se encuentra entre los diez virus más devastadores, 
ocasionando considerables pérdidas económicas en cultivos hortícolas del mundo.  
Su genoma está compuesto por tres segmentos de RNA de cadena simple: ¨Small¨ (S), 
¨Medium¨ (M) y ¨Large¨ (L). El RNA S es ambisense y codifica dos proteínas: la NSs, 
proteína no estructural y supresora del silenciamiento génico, y la nucleocápside (N). El 
RNA M también es ambisense y codifica las proteínas NSm, proteína de movimiento 
célula a célula del virus y el precursor de las glicoproteínas Gn y Gc de la envoltura. El 
RNA L es de polaridad negativa y contiene un único ORF que codifica la polimerasa 
(RdRp).  
El control de la ‘peste negra’ es muy complejo principalmente debido al  amplio rango 
de hospedantes tanto del TSWV como del vector, diferentes especies de trips 
(Thysanoptera, Thripidae), y a la inefectividad de los insecticidas para el control del 
mismo. La utilización de cultivos resistentes, es la estrategia de manejo más adecuada 
y más sustentable, la cual se ha aplicado tanto para pimiento como para tomate. 
En pimiento la resistencia a TSWV ha sido adquirida mediante  el gen Tsw de Capsicum 
chinensis, el cual se introgresó a pimientos comerciales (pimientos Tsw+). En tomate, 
la fuente de resistencia está dada por el gen Sw-5b, proveniente de la especie silvestre 
Solanum peruvianum L. Este gen también ha sido incorporado por mejoramiento clásico, 
obteniéndose los cultivares de tomate Sw-5b+. 
En el Cinturón hortícola platense (CHP) se incorporaron variedades de pimiento Tsw+ y 
de tomate Sw-5b+, controlando la enfermedad durante varios años, pero en 2008 
comenzaron a observarse plantas de pimiento Tsw+ con sintomatología de ‘peste 
negra’. Esto sugería la emergencia de una nueva población viral, capaz de quebrar la 
resistencia. 
En este trabajo de tesis, se realizó una caracterización genotípica y biológica de 6 
aislamientos provenientes de pimientos Tsw+, y 5 aislamientos de tomates Sw-5b-. Así, 
se determinó que la única especie de tospovirus presente en el CHP es TSWV, se 
estudió el rango de hospedantes de los aislamientos y su comportamiento en distintos 
cultivares de pimientos Tsw+ y Tsw-, y de tomate Sw-5b+ y Sw-5b-. Estos estudios 
confirmaron la capacidad de los aislamientos de quebrar la resistencia conferida por el 
gen Tsw en pimiento, caracterizándose como aislamientos RB (resistance-breaking). 
Estos aislamientos RB, además, tienen la capacidad de infectar pimientos Tsw- y 
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tomates Sw-5b-, no infectando tomates Sw-5b+. Esto indica que no se observa un 
quiebre de resistencia en tomate, en ensayos de invernáculo.  
Con los aislamientos encontrados tanto en pimiento como en tomate, se realizaron 
análisis filogenéticos en base a la secuencia del gen N, encontrándose que los mismos 
provienen de una misma población ancestral y se hallan filogenéticamente relacionados 
a aislamientos del clado asiático (China y Corea del Sur). 
Mediante el análisis de mutaciones en la secuencia de la proteína NSs de los RB de 
pimiento, asociadas al quiebre de la resistencia, de nuestros aislamientos y otros 
aislamientos RB, no se observó un patrón de sustituciones aminoacídicas que se 
conserve entre todos los RB anotados en el GenBank. Por tanto, no se puede inferir el 
tipo de aislamiento de TSWV mediante la secuencia del gen NSs. 
La adaptación de los aislamientos RB a pimientos Tsw+ podría significar un costo en el 
fitness en hospedantes Tsw-. Por lo tanto, se realizaron ensayos que permitieron 
determinar el fitness de un aislamiento representativo, en pimientos Tsw+ y Tsw-, donde 
se cuantificó el título viral (mediante la optimización de un protocolo de RT-qPCR 
específico). Los resultados mostraron que existe una mayor diferencia en el fitness entre 
los cultivares Tsw+ que la observada con el cultivar Tsw-. Esto sugiere que la presencia 
del gen Tsw no sería el único factor que interviene en el fitness de los aislamientos y 
que la adaptación de los RB a pimientos Tsw+, no significó un costo en el fitness en 
cultivares Tsw-. 
En cuanto a los 5 aislamientos de tomate, se determinó la secuencia del gen NSm, con 
el fin de conocer la presencia de sustituciones aminoacídicas características de 
aislamientos RB de tomate. Los análisis mostraron que estos aislamientos son WT (wild-
type) para tomate, lo cual concuerda con los resultados de los ensayos biológicos, que 
muestran que estos 5 aislamientos no son capaces de infectar tomates portadores del 
gen Sw-5b.  
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Summary 
 
Tomato spotted wilt virus (TSWV) (Tospovirus, Bunyaviridae), the causal agent of the 
disease known as ‘peste negra’ in Argentina, is one of the most devastating plant viruses, 
causing substantial economic losses in horticultural crops worldwide.  
The genome is comprised by three segmented with single stranded RNA: ¨Small¨ (S), 
¨Medium¨ (M) y ¨Large¨ (L). The ambisense S-RNA encodes a nonstructural and 
silencing suppressor protein, the NSs, and the nucleocapsid protein (N). The ambisense 
M-RNA encodes a viral movement protein, NSm and the precursor to Gn y Gc envelope 
glicoproteins. The L-RNA has negative sense and encodes the RNA-dependent RNA 
polymerase (RdRp). 
Effective control of ‘peste negra’ disease is extremely difficult, in part, due to the wide 
host range of both virus and thrips vector (Thysanoptera, Thripidae) and to the 
ineffectiveness of insecticides for the control of these vectors. The use of resistant crops, 
is more appropriate and more sustainable strategy for both pepper and tomato crops. 
Resistance to TSWV in pepper comes from Tsw gene belonging to Capsicum chinensis, 
introgressed into commercial pepper crops (pepper Tsw+). Resistance in tomato is 
conferred by Sw-5b gene from Solanum peruvianum L, which has been introgressed into 
commercial tomato crops (tomato Sw-5b+). 
Resistant tomato and pepper cultivars could successfully control the disease in ‘La Plata 
horticultural green belt’ (Cinturón Hortícola Platense, CHP) for a while. In 2008, Tsw+ 
pepper plants started showing severe peste negra-like symptoms, suggesting the 
emergence of a new viral population that broke Tsw mediated resistance.  
In this work, six tospovirus isolates from pepper and five from tomato have been 
genotypically and biologically characterized. We found that the tospovirus detected in 
the CHP is TSWV.  The host range of these isolates was determined as well as its 
performance on Tsw+ and Tsw- pepper cultivars, and Sw-5b+ and Sw-5b- tomato 
cultivars. Results confirm that these isolates (named RB, resistance-breaking isolates) 
can break Tsw-mediated resistance as well as infect Tsw- and Sw-5b- pepper and 
tomato cultivars, respectively. The isolates could not infect Sw-5b+ tomato cultivars 
being unable to break Sw-5b mediated resistance. 
The phylogenetic analysis based on the nucleotides sequences of the N gene showed 
the CHP isolates from tomato and pepper have clustered together forming a 
monophyletic group. The isolates are phylogenetically related to isolates from the Asian 
clade (South Korea and China). 
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Through the analysis of mutations in the NSs protein sequence, associated to resistance 
breaking, in our isolates and in other RB isolates, there was not a pattern of amino acid 
substitutions conserved among all the RB isolates annotated in the GenBank. Therefore, 
we conclude that the type of isolate of TSWV cannot be inferred by the NSs gene 
sequence. 
It could be expected the adaptation of RB isolates to Tsw+ pepper could diminish fitness 
in Tsw- pepper cultivars. To address this, we determine the fitness of a representative 
isolate on Tsw+ and Tsw- peppers, by quantification of viral title applying an optimizing 
specific RT-qPCR protocol. The results showed that there is a major fitness difference 
between Tsw+ cultivars than each of them with Tsw- cultivar. This suggests that the 
presence of the Tsw gene would not be the only factor involved in the fitness. In addition, 
we conclude that the adaptation of RB isolates to Tsw+ peppers did not mean a cost in 
fitness in Tsw- cultivars. 
Regarding the five isolates from tomato, the NSm gene sequence was determined to 
detect conserved amino acid substitutions, which characterize RB isolates from tomato. 
The sequence analysis showed that five CHP tomato isolates are WT (wild-type), and 
this was confirmed by the biological tests, which showed that the five isolates did not 
infect tomato cultivar carrying Sw-5b gene. 
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1. El cultivo de pimiento 
 
1.1. Su origen 
 
La distribución geográfica original del género Capsicum ha resultado difícil de determinar 
con exactitud, debido a la constante dispersión provocada por el hombre, desde tiempos 
prehistóricos. Sin embargo, las  hipótesis más consistentes indican que es endémico de 
América del Sur y América Central (Walsh y Hoot, 2001) más específicamente de Perú 
y Bolivia (Smith, 1966).  
Los indígenas empleaban los frutos picantes de las especies silvestres, como 
condimento y estimulante. Las civilizaciones del Altiplano las consumían por su acción 
benéfica sobre la circulación de la sangre a grandes altitudes; y en la región del 
Amazonas eran usadas por indígenas jóvenes durante un ritual como prueba de virilidad 
(Brucher, 1989).  
Los Capsicum fueron introducidos a Europa por Cristóbal Colón en 1493. El nombre 
pimiento proviene del latín pigmentum que significa materia colorante, color para pintar. 
Así fue como lo denominaron los españoles, ya que en un principio, se adoptó la práctica 
de secarlo y triturarlo para condimentar salsas y guisos a los que, además de otorgarles 
su sabor y aroma, los coloreaba. 
El cultivo se extendió desde el Mediterráneo hasta Inglaterra en 1548, y en el mismo 
siglo llegó a Europa Central. Los portugueses llevaron el género a la India desde Brasil 
en 1585, y el cultivo ya se realizaba en China a fines del siglo XVIII (Boswell, 1949). 
Las especies de Capsicum fueron asimiladas rápidamente por culturas de África, Asia y 
Europa, convirtiéndose en un importante componente de la dieta del nuevo mundo, por 
milenios (Perry, 2012). 
 
1.2. El género Capsicum 
 
El género Capsicum pertenece a la familia botánica Solanaceae y comprende 38 
especies, de las cuales 5 han sido domesticadas: Capsicum annuum L., Capsicum 
chinense Jacq., Capsicum frutensces L., Capsicum baccatum L. y Capsicum pubescens 
(USDA, 2015). Sn embargo, casi la totalidad de la producción de pimiento está dada por 
una sola especie, Capsicum annuum L. 
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1.3 Descripción botánica 
 
El pimiento se cultiva como una planta herbácea anual. Su aspecto es glabro, de tallos 
erguidos, con altura y forma de desarrollo muy variables de acuerdo al cultivar, como 
así también de las condiciones ambientales y del manejo del cultivo.  
El tallo principal es de crecimiento limitado y erecto. A partir de cierta altura (“cruz”) emite 
2 o 3 ramificaciones (dependiendo de la variedad) y continúa ramificándose hasta el 
final de su ciclo. 
Las hojas enteras, con un largo pecíolo o casi sésiles, tienen una forma entre lanceolada 
y aovada, con el borde entero o muy ligeramente sinuado en la base. Son de color verde 
claro u oscuro y en ocasiones de color violáceo. El haz es glabro (liso y suave al tacto) 
y de color verde más o menos intenso.  
El sistema radicular es pivotante y profundo (dependiendo de la profundidad y textura 
del suelo), con numerosas raíces adventicias que horizontalmente pueden alcanzar una 
longitud comprendida entre 50 cm y 1 m (Nuez Viñals, 1996). 
Las flores son hermafroditas, suelen nacer solitarias en cada nudo y con el pedúnculo 
curvado hacia abajo cuando se produce la antesis. El cáliz, de una sola pieza, está 
formado por 5- 8 sépalos verdes que persisten y se endurecen hasta madurar el fruto. 
La corola es usualmente blanca lechosa, está formada por 5- 8 pétalos, con la base de 
los mismos formando un tubo muy corto.  
La planta de pimiento es monoclina, tiene los dos sexos incorporados en una misma 
planta, y es autógama, es decir, se autofecunda; aunque puede experimentar hasta un 
45% de polinización cruzada (Orellana Benavides et al., 2000). 
El fruto es una baya hueca, de superficie lisa y brillante, de colores y formas muy 
variables, con características típicas en cada cultivar (Nuez Viñals, 1996). 
 
1.4. Usos 
 
El consumo de pimiento ha aumentado en forma notable en las últimas décadas en 
muchos países. Desde el punto de vista alimenticio, el pimiento es rico en vitaminas y 
minerales, siendo su contenido en vitamina C el más alto de todas las especies 
hortícolas. Su sabor picante se debe al contenido del alcaloide capsicina (Guenkov, 
1974). 
Se puede consumir  en fresco, cocido, como condimento y productos industriales 
(congelados, enlatados, deshidratados, encurtidos, pastas y salsas). 
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 1.5. El cultivo de pimiento en Argentina 
 
La superficie dedicada a hortalizas en Argentina, según el Censo Nacional Agropecuario 
(C.N.A) de 2002 realizado por el Instituto Nacional de Estadísticas y Censos (INDEC), 
es de 226.622 ha cultivadas a campo y de 29.613.011 m2 bajo cubierta. El pimiento, con 
1.945 has a campo y 6.983.651 m2 de invernáculos, ocupa el segundo lugar en cuanto 
a superficie cultivada, luego del tomate, entre los cultivos protegidos.  
Las  zonas más importantes para la producción de pimiento son el NOA (Salta y Jujuy), 
Corrientes y La Plata. En el Cinturón hortícola platense, se cultivan unas 156,422 
hectáreas, dando una producción de 8.607,01 toneladas (CHFBA 2005), siendo el gran 
motor de abastecimiento para los 13 millones de habitantes del Área Metropolitana de 
la provincia de Bs As. 
 
2. Interacción hospedante-patógeno 
 
2.1.  Enfermedades que afectan pimiento 
 
Se define enfermedad a la alteración de la fisiología y de la estructura de las plantas, 
que sea lo suficientemente prolongada como para producir síntomas visibles, alterando 
su calidad y valor económico (Fernández Valiela, 1978). 
Existen diversas enfermedades del pimiento que ocasionan importantes pérdidas en su 
producción. Las causas de las mismas pueden ser hongos, baterías y virus y, también, 
condiciones de medio ambiente (enfermedades fisiogénicas). Entre las enfermedades 
fúngicas que presenta el pimiento, la más importante es el ¨Tizón¨, causado por 
Phytophthora capsici (Leonian). Además, podemos mencionar el ¨Damping-off¨, 
causado por el complejo de hongos de suelo que lo conforman: Botrytis spp., 
Phytophthora spp., Pytium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium spp., Sclerotinia spp.  y 
Fusarium spp.; el ¨Mildiu¨, por Peronospora tabacina D.B. Adams, el ¨Oidio¨ (Leveillula 
taurica (Lév.) G. Arnaud), y la ¨Podredumbre basal¨ (Sclerotium rolfsii Sacc). Entre las 
bacterias encontramos a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, que causa la 
¨Mancha bacteriana¨, Pseudomonas syringae pv. tomato que provoca la ¨Peca 
bacteriana¨ y Pseudomonas corrugata provocando la ¨Necrosis de la médula¨.  
Las enfermedades virales causan importantes pérdidas en el rendimiento de cultivos de 
pimiento en Argentina y, en algunas regiones, pueden constituir un factor limitante de la 
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producción. Once virus han sido identificados afectando pimiento en el país (Gracia, 
1969, 1974, 1982, 1999; Feldman, 1972):  Potato virus Y (PVY), Pepper severe mosaic 
virus (PSMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Bell pepper mottle virus (BpeMV), Alfalfa 
mosaic virus (AMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Broad bean wilt virus (BBWV) y 
Tobacco streak virus (TSV) y los tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) Groundnut 
ringspot virus (GRSV) y Tomato clorotic spot virus (TCSV) (Gracia et al., 1999, Granval 
de Millán, 1999). 
 
2.2. Peste negra del tomate y del pimiento 
 
2.2.1 Importancia económica 
 
La enfermedad que en Argentina se conoce como ‘peste negra’ es causada por las 
especies Tomato spotted wilt virus (TSWV), Groundnut ringspot virus (GRSV) y Tomato 
chlorotic spot virus (TCSV), del género Tospovirus. Se encuentra en casi todos los 
continentes y causa severas pérdidas económicas en diversos cultivos hortícolas y 
ornamentales como lechuga, tomate, pimiento y crisantemo (Whitfield et al., 2005). 
Las pérdidas económicas ocasionadas por TSWV en la agricultura son enormes, debido 
a su distribución geográfica, a su amplia gama de plantas hospedantes (más 1.090 
especies, pertenecientes a 85 familias botánicas (15 familias de monocotiledóneas, 69 
de dicotiledóneas y una familia de pteridofitas) (Parrella et al. 2003; Pappu et al. 2009), 
y a los graves daños que infligen en las plantas infectadas. 
 
 
2.2.2. Sintomatología 
 
La peste negra produce una amplia variedad de síntomas que pueden variar con el 
hospedante y el aislamiento (Figura 1): enanismo, disminución del tamaño de frutos, 
mosaicos de distinta intensidad, anillos cloróticos que pueden necrosarse en hojas y 
frutos, anillos verde oscuro, deformaciones de hojas y frutos, listas verdes a lo largo de 
las nervaduras (vein-banding), manchas cloróticas de distinta extensión, manchas 
necróticas, rugosidad de la lámina de las hojas, curvatura hacia abajo de los bordes de 
las hojas, moteados, asimetría en el perfil de las plantas pequeñas. 
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2.3.  El género Tospovirus 
 
La enfermedad es causada por virus del género Tospovirus, perteneciente a la familia 
Bunyaviridae. Esta familia abarca el grupo más extenso de virus RNA, comprendiendo 
a más de 350 especies divididas en 5 géneros: Orthobunyavirus, Nairovirus, 
Phlebovirus, Hantavirus y Tospovirus (International Committee on Taxonomy of Viruses, 
2014).   
Los tospovirus tienen la particularidad de ser los únicos de los bunyavirus que afectan 
plantas, siendo los virus más complejos, en cuanto a estructura, entre los fitovirus. El 
género está compuesto por 29 especies, de las cuales 11 están aceptadas (Plyusnin et 
al. 2012) y 18 son tentativas (Chu et al., 2001; Meng et al., 2013; De Oliviera et al., 2012; 
Dong et al., 2013; Plyusnin et al., 2012; Shimomoto et al., 2014; Torres et al., 2012; Yin 
et al., 2014; Zhou et al., 2011). TSWV es la especie tipo del género y es la más difundida 
y estudiada a nivel mundial, ademas de GRSV y TCSV.  
 
2.3.1. Organización genómica 
 
 Las partículas virales (Figura 2-A) son esféricas de 80 a 120 nm de diámetro, con una 
envoltura bicapa lipídica proveniente del hospedante que contiene, en su superficie, 
proyecciones glicoproteicas (GN y GC) codificadas por el genoma viral. En su interior 
se encuentran tres ribonucleoproteínas, compuestas por segmentos de RNA de cadena 
simple cubiertos por la proteína de la nucleocápside (N), y moléculas de polimerasa viral 
RNA-dependiente (RdRp). Las ribonucleoproteínas son pseudocirculares debido a la 
complementariedad de bases entre los extremos de cada segmento de RNA. En la 
Figura 2-B se muestra un esquema de la organización genómica. Los tres segmentos 
Figura 1: Fruto (A) y hoja (B) de pimiento (Capsicum annuum L.) presentando síntomas característicos de la  
infección por tospovirus (Fotos tomadas de cultivos portadores del gen de resistencia a TSWV del CHFP, 2012). 
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de RNA se conocen como ¨Small¨ (S) de 2,9 kb, ¨Medium¨ (M) de 4,8 kb y ¨Large¨ (L) 
de 8,9 kb. El RNA S es ambisense (De Haan et al., 1990) y codifica dos proteínas: en 
sentido viral (v), la NSs, de 52,4 kDa, proteína no estructural y supresora del 
silenciamiento génico (Takeda et al., 2002), y en sentido viral complementario (vc),  la 
nucleocápside (N) de 29 kDa (Pappu et al., 2008). El RNA M también es ambisense y 
codifica dos proteínas: en la cadena v, la NSm de 33,6 kDa, proteína de movimiento 
célula a célula del virus (Whitfield et al., 2005), y, en la cadena vc, el precursor de las 
glicoproteínas Gn y Gc (n y c se refieren a los extremos n (amino) y c (carboxi) terminal 
dentro del precursor de las proteínas) de 127,4 kDa. En estos dos segmentos M y S, los 
ORF codificados en cada cadena, no se solapan, sino que están separados por una 
región intergénica (IR) rica en adenina y uracilo. El RNA L es de polaridad negativa y 
contiene un único ORF que codifica la RdRp en la cadena vc (~330kDa.) (De Haan et 
al., 1991).   
 
 
Figura 2: Partícula viral (A) y 
organización genómica de 
los tospovirus (B). Figuras 
extraídas de Whitfield et al. 
(2005) (A) y Turina et al. 
(2016) (B). 
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2.4.  Epidemiología 
 
2.4.1. Transmisión 
 
Varias especies de trips (orden Thysanoptera) transmiten los tospovirus de manera 
persistente, circulativa y propagativa, transestadial, no transovárica (Goldbach y Peters, 
1996), siendo Frankliniella occidentalis (Pergande) el más difundido y eficiente (Whitfield 
et al., 2005). Se conocen ocho especies de trips vectores de tospovirus en el mundo, de 
los cuales en Argentina están presentes Frankliniella occidentalis, Pergande 
Frankliniella schultzei, Trybon  y Thrips tabaci, Lindeman. F. occidentalis (Figura 3) es 
la especie más temida por su polifagia, capacidad de rápida difusión y fecundidad. Es 
un insecto partenogenético y policíclico (ciclo vital en 40, 25, 15 o 10 días dependiendo 
de la temperatura) que se alimenta de hojas, flores, frutos, inyectando saliva en los 
tejidos y posterior vaciado por succión del contenido celular predigerido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2. Ciclo de la enfermedad 
 
El ciclo de la enfermedad (Figura 4) comienza cuando la hembra deposita los huevos 
en el tejido de la planta y, dependiendo de la temperatura y especie hospedante, estos 
emergen luego de 2-3 días. Existen dos estadíos ninfales seguidos de dos estadíos de 
pupa. Cuando el insecto se nutre de la planta infectada con TSWV, durante el primer 
estadío larval, adquiere el virus y al llegar a adulto se torna infectivo por el resto de su 
vida. (Cho et al., 1988). Después del estadío de pupa, en que no hay alimentación ni 
movimiento, se produce la salida de los adultos alados virulíferos, durante la primavera 
Figura 3: Frankliniella occidentalis  
Pergande. Foto: Paola Carrizo 
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(mayores temperaturas). Estos se alimentan de plantas espontáneas (‘malezas’) y 
plantas cultivadas. En las áreas donde los cultivos no susceptibles vegetan durante el 
inverno, el virus sobrevive en las especies bianuales, en las perennes o en los trips 
adultos infectados. Es muy importante el papel de la vegetación espontánea como 
reservorio tanto de virus como del vector. 
Las temperaturas óptimas para que se produzca mayor número de generaciones de 
trips por período, son aquellas que se encuentran entre los 15 y los 30 ºC y, dentro de 
este rango, a mayor temperatura, mayor es la tasa de reproducción y menor la duración 
del ciclo de vida del vector (Gaum et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.2. Manejo de la enfermedad 
 
El control de los tospovirus es muy complejo principalmente debido a su amplio rango 
de hospedantes, proporcionando hospedantes alternativos durante todo el año. 
Además, el control de los trips con insecticidas mostró ser inefectivo, debido 
fundamentalmente a que el trips habita regiones muy escondidas de la planta, a las 
cuales no pueden llegar los tratamientos químicos habituales y a que es común que 
emerjan poblaciones de trips con resistencia a los insecticidas aplicados (Adkins, 2000; 
Figura 4: Esquema del ciclo de vida de TSWV en el vector (trips) y en la planta hospedante. Extraída 
de Moyer et al. (1999). 
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Pappu et al., 2009). Por esto, las prácticas preventivas, como el uso de plantas 
resistentes, evitar las fuentes de infección y disminuir la afluencia de trips, y las que se 
incluyen entre las estrategias de manejo integrado, son las más adecuadas, habiendo 
probado su eficacia en muchos ecosistemas. La utilización de cultivos resistentes, es 
sin dudas, la estrategia de control más adecuada y ambientalmente menos 
contaminante y más sustentable, la cual se ha aplicado tanto para pimiento como para 
tomate (Pappu et al., 2009). 
 
 
2.5. Resistencia a tospovirus en pimiento 
 
En pimiento, la resistencia a TSWV ha sido adquirida mediante  el gen Tsw de Capsicum 
chinensis (Black, et al., 1991), el cual ha sido introgresado a pimientos comerciales, 
mediante mejoramiento clásico (pimientos Tsw+). Se trata de un gen de herencia 
monogénica dominante y está localizado en el cromosoma 10 (Boiteux et al., 1995; 
Black et al., 1996; Jahn et al., 2000), pero aún no se conoce su secuencia ni el 
mecanismo de su función. La resistencia es especie específica, es decir, que sólo 
protege contra TSWV, no siendo efectiva contra las especies GRSV y TCSV (Boiteux y 
de Ávila, 1994) y ha permitido controlar la enfermedad exitosamente en pimiento por 
varios años, dependiendo de la región.  
Se sabe que este gen de resistencia sigue la relación gen a gen propuesta por Flor 
(1971), en el cual la proteína de resistencia del gen Tsw (R) reconoce un factor de 
avirulencia del patógeno (Avr), desencadenando una reacción de hipersensibilidad 
(HR), con la consecuente muerte celular programada (PCD) de las células que rodean 
al punto de infección, impidiendo el movimiento sistémico del virus en el tejido del 
hospedante (Lovato et al., 2008), que, en el caso de pimiento, culmina con la abscisión 
foliar (Boiteux y de Ávila, 1994). En la Figura 5 se puede observar la reacción de HR en 
hojas de pimiento resistente. 
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2.5.1. Quiebre de la resistencia mediada por el gen Tsw 
 
El uso continuo de cultivares resistentes de pimiento ha resultado en la aparición de 
variantes del virus capaces de quebrar la resistencia (Boiteux, et al., 1993; Roggero et 
al., 2002; Thomas-Carrol y Jones, 2003; Margaria et al., 2004).  
El mecanismo por el cual, en pimiento, se quiebra la resistencia, ha sido estudiado por 
varios autores pero aún no se ha dilucidado. Se han generado controversias acerca de 
cuál o cuáles genes virales actúan como factor de avirulencia (Avr) en la interacción 
hospedante-patógeno. Jahn et al., (2000) y Margaria et al. (2007), encontraron 
aislamientos capaces de inducir la resistencia, denominados Resistance inducing (RI) y 
otros que quiebran la resistencia, denominados Resistance breaking (RB). Estos 
aislamientos presentaban reasociaciones entre segmentos virales de diferentes 
especies,  denominados reasortantes (Ver sección 4.1). Ambos autores encontraron que 
los reassortants que poseían el segmento S del parental RB, eran capaces que quebrar 
la resistencia en pimientos portadores del gen Tsw (pimientos Tsw+), es decir, 
identificaron al segmento S como portador del factor Avr. Luego, Margaria et al. (2007) 
realizando, comparaciones de secuencias del segmento S de aislamientos RB y RI, 
encontraron que los aislamientos RB presentaban sustituciones y, en algunos casos, 
deleciones en la proteína NSs, sugiriendo que la NSs es el factor Avr de Tsw. 
Posteriormente, Lovato et al. (2008), mediante estudios de expresión de las proteínas 
N y NSs clonadas en un vector viral derivado de PVX, encuentran que sólo la proteína 
N desencadena la reacción HR, proponiendo al gen N como factor Avr. Por otro lado, 
Tentchev et al. (2011), basándose en el hecho de que el gen Tsw ejerce una presión 
Figura 5: Reacción de hipersensibilidad (HR) en pimiento. Se muestran hojas de pimiento 
resistente presentando lesiones necróticas, características de la HR. Extraída de De Ronde et al. 
(2013). 
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selectiva en TSWV, permitiendo la aparición de variantes RB, realizaron un estudio 
poblacional, estimando la intensidad de selección que ha afectado la evolución de las 
proteínas N y NSs. En el mismo, determinan que el único ORF que se encuentra bajo 
selección positiva en relación al fenotipo RB, es el que codifica para la NSs. Finalmente, 
De Ronde et al. (2013), realizan estudios de expresión transitoria de las proteínas N y 
NSs de aislamientos RB y RI en pimientos Tsw+ y Tsw- , pero a diferencia del trabajo 
de Lovato et al. (2008), utilizan otro vector de expresión de las proteínas, puesto que 
evidencian que el vector PVX causa síntomas necróticos que se confundían con la 
reacción HR. De Ronde et al. (2013) observan la reacción de HR sólo cuando se expresa 
la proteína NSs de aislamientos RI, proponiendo que la NSs es factor Avr en la 
interacción con el gen Tsw, coincidiendo con los resultados obtenidos por Tentchev et 
al., 2011.  
 
 
2.6. Resistencia a tospovirus en tomate 
 
La fuente de resistencia a tospovirus en tomate está dada por el gen Sw-5, proveniente 
de la especie silvestre Solanum peruvianum L. (Cho et al., 1996; Stevens et al., 1991). 
Se trata de un clúster de genes en el cual se han descripto cinco parálogos denominados 
Sw-5a, Sw-5b, Sw-5c, Sw5-d y Sw-5e (Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al., 
2001), siendo la copia Sw-5b la que confiere una resistencia durable y estable (de 
Oliveira et al., 2016; Hallwass et al., 2014; Peiró et al., 2014). A diferencia de la 
resistencia que confiere el gen Tsw en pimiento, el clúster Sw-5b permite una resistencia 
de amplio espectro, es decir, es efectiva frente a las tres especies de tospovirus más 
importantes para el cultivo: TSWV, TCSV y GRSV (de Oliveira et al., 2016; Stevens et 
al., 1991; Boiteux y Giordano, 1993).  
En este patosistema, la resistencia, también de herencia monogénica dominante, se 
comporta según el modelo de gen a gen de Flor (1971), siendo la proteína de 
movimiento, NSm, el factor Avr de la resistencia mediada por el gen Sw-5b (Peiró et al., 
2014; Hallwas et al., 2014).  
La secuencia completa del gen Sw-5b se conoce, y se ubica en la región telomérica del 
cromosoma 9, encontrándose que la proteína que codifica se trata de una proteína R de 
inmunidad innata con dominios de LRR (regiones repetidas de leucina) y sitios de unión 
a nucleótidos (NB-ARC) (Spassova et al., 2001).  
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2.6.1 Quiebre de la resistencia mediada por el gen Sw-5b 
 
El gen Sw-5b ha sido introgresado a variedades comerciales por mejoramiento clásico, 
lo que ha permitido que adquieran la resistencia y, por ende, reducir notablemente el 
daño de la enfermedad (Langella et al., 2004; Boiteux y de B. Giordano, 1993; Stevens 
et al., 1991).  
A pesar de que el Sw-5b es un gen más estable que el Tsw, durable y de amplio 
espectro, también se han reportado, en varios países, variantes de TSWV capaces de 
quebrar la resistencia (Cho et al., 1996; Thompson y van Zijl, 1996; Latham y Jones, 
1998; Aramburu y Martí, 2003; Ciuffo et al., 2005; Gordillo et al., 2008).  
López et al., (2011) y Peiró et al., (2014), encontraron que las sustituciones 
aminoacídicas en las posiciones C118Y y T120N de la proteína NSm, presentes en 
biotipos RB y ausentes en wild type (WT) habilitan el movimiento del TSWV en tomates 
portadores del gen Sw-5b (tomates Sw-5b+), produciendo síntomas sistémicos, con el 
consecuente quiebre de la resistencia. Es decir, que en el caso de tomate, el gen Avr 
es el gen NSm. 
 
En la Tabla 1, se resumen las características de la resistencia en los patosistemas 
pimiento/tospovirus y tomate/tospovirus. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1: Características de la resistencia a tospovirus en pimiento y tomate 
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3. Situación en Argentina 
 
3.1. Especies de tospovirus presentes en Argentina 
 
En Argentina, los tospovirus se detectaron por primera vez 1938 en Tucumán, en 
cultivos de tomate (Fawcett, 1938). Son endémicos y se han identificado tres especies 
afectando tomate y pimiento: TSWV, TCSV y GRSV (Dewey et al., 1996; Williams et al., 
2001). Éstas se distribuyen diferencialmente según la región geográfica (Williams et al., 
2001). En el Cinturón Hortícola Platense (CHP), en 2008, Calvo et al., encuentran TSWV 
es la especie predominante que infectando pimiento Tsw+, mientras que TCSV fue 
detectada en algunas muestras, y en el caso de GRSV nunca fue detectado. 
Posteriormente, Ferrand et al., 2011 confirman la presencia de TSWV en cultivos Tsw+, 
pero no encuentran las otras dos especies de tospovirus en 77 muestras analizadas. 
En cuanto a estudios moleculares de aislamientos argentinos, en 1996 Dewey y 
colaboradores determinaron la secuencia nucleotídica correspondiente a un fragmento 
del gen N (correspondiente al extremo N-terminal de la proteína) de 5 aislamientos 
argentinos de TSWV, de los cuales 4 provinieron de plantas de tomate del CHP y uno 
de Entre Ríos. Desde entonces, no se avanzó ni profundizó en estudios moleculares de 
aislamientos argentinos de TSWV. 
 
 
3.2. Quiebre de resistencia en pimiento en Argentina 
 
En el año 2006, en el CHP se incorporaron variedades resistentes que llevan el gen Tsw 
(Tsw+), hecho que permitió controlar la enfermedad durante varias campañas. Sin 
embargo, en el año 2008, Calvo et al., realizaron muestreos en cultivos de pimientos 
Tsw+ en localidades del CHP y reportaron que un 97,65% de las muestras de pimiento 
analizadas, se encontraban infectadas con TSWV, sugiriendo el quiebre de la 
resistencia. En 2011, Ferrand et al., realizaron un estudio de incidencia de tospovirus en 
distintas variedades de pimiento comerciales y en diferentes épocas del año, en 
establecimientos del CHP, determinando que el 100% de las muestras de pimiento Tsw+ 
sintomáticas estaban infectadas con TSWV, confirmando el reporte de Calvo et al en 
2008.  
A partir de estos estudios preliminares surge la importancia de realizar un estudio de 
aislamientos integrantes del patosistema pimiento Tsw+-TSWV en el CHP, 
caracterizarlos genética y biológicamente, estudiando su comportamiento en 
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hospedantes diferenciales y en cultivos de pimiento y tomate, determinando relaciones 
filogenéticas, como bases de la aplicación de futuras estrategias de control de la peste 
negra. 
 
Resulta interesante destacar también que en el CHP, se han observado, cultivos de 
tomate con síntomas de peste negra, que probablemente se encuentren infectados con 
tospovirus (Dal Bó, com. personal), pero esta observación aún no ha sido investigada. 
 
 
4. Evolución viral 
 
4.1. Variación genética de los genomas virales 
 
Los virus con genoma RNA, presentan alta variación genética lo que les permite 
adaptarse rápidamente a nuevos y diferentes hospedantes y condiciones, logrando que 
parte de la población viral pueda sobrepasar las barreras de defensa de la planta, como 
la resistencia. Cuando la resistencia está dada por un gen de herencia monogénica 
dominante, el mismo ejerce una presión de selección sobre la población viral, que 
culmina con la aparición de mutantes virulentos, capaces de soprepasar esa resistencia 
(Tentchev et al., 2011). 
Es importante destacar además, que en los virus con genoma multipartito como los 
tospovirus, se pueden encontrar reasociaciones o reassortants  (Figura 6), es decir, 
virus cuyo genoma es el resultado de combinaciones de segmentos genómicos de 
diferentes especies del género (reasociaciones interespecies) o de distintos parentales 
de la misma especie (reasociaciones intraespecies) (Simon-Loriere et al, 2011).  
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Este mecanismo contribuye a su capacidad para adaptarse a un nuevo hospedante, 
como es una planta resistente. La aparición de reasortantes interespecies se ha 
reportado en varios países, encontrándose una diversidad relativamente alta en España, 
Francia e Italia (Tentchev et al., 2011). Recientemente, en Florida (USA) se encontró un 
aislamiento reasortante interespecie conteniendo los segmentos L y S de GRSV y el 
segmento M de TCSV, mientras que ninguna de las especies parentales fueron 
detectadas en USA, hasta el momento (Webster et al., 2011).  
La importancia ecológica y evolutiva de los eventos de reasociaciones, asi como la 
posibilidad de que quiebren la resistencia, debe ser tenida en cuenta a la hora de 
implementar estrategias de manejo. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Esquema representativo de la generación de reassortants. Se muestran dos genotipos 
parentales (AAA y BBB) que al infectar conjuntamente la célula hospedante, generan especies cuyo 
genoma es el resultado de combinaciones de segmentos genómicos de los parentales. Figura 
adaptada de Briese et al. (2013). 
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4.2. Eficacia biológica (fitness) de la población viral 
 
Para entender la epidemiología de la enfermedad y las complejas causas del quiebre de 
la resistencia, es importante conocer los mecanismos evolutivos del virus que llevan  a 
cambios en el genoma viral en su adaptación al nuevo hospedante (Acosta-Leal et al., 
2011). Una de las características que forma parte del estudio de estos mecanismos, es 
la capacidad del virus de producir progenie viable para infectar la planta en un 
determinado medio ambiente. Esto se define como eficacia biológica o fitness de una 
población viral (Domigo y Holland, 1997; Domingo 2010). 
El fitness es un parámetro complejo debido a que incluye fundamentos de ecología, 
epidemiología y evolución (Wargo et al., 2012) y puede estimarse de varias maneras, 
tales como mediante cuantificación de carga viral (Whargo et al., 2011), mediante 
ecuaciones matemáticas (fitness absoluto) (Peña et al., 2014; Soler et al., 2015), 
determinando el fitness de cierta variante en comparación con una variante constante 
luego de múltiples pasajes (fitness relativo) (Novella et al., 2010), mediante ensayos 
biológicos en los que se evalúa la infectividad (incidencia, rango de hospedantes), 
homogeneidad (capacidad de infectar cierto hospedante), estabilidad (capacidad de 
quebrar la resistencia luego de varios pasajes en plantas susceptibles) y competencia, 
frente a infecciones mixtas con variantes no capaces de quebrar la resistencia 
(Aramburu et al., 2010). 
Se considera que el fitness de un virus puede estar condicionado por el hospedante. 
Cuando una población viral adquiere capacidad de quebrar la resistencia, posee un 
fitness alto para infectar la planta resistente. Sin embargo, esta adaptación puede 
significar un fitness más bajo en otro hospedante, como por ejemplo uno no portador del 
gen de resistencia. Esto significa que los cambios genéticos ocurridos tienden a ser 
pleiotrópicos (Elena et al. 2009), es decir, pueden significar cambios favorables para el 
virus en determinado hospedante pero desfavorables en el hospedante original. 
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Hipótesis 
 
- En la población de tospovirus que infecta actualmente el cultivo de pimiento del 
CHP, sólo se encuentra la especie TSWV. 
- En el CHP, existen aislamientos de TSWV que son reasociaciones interespecies. 
- Los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de pimiento del CHP: 
  están filogenéticamente relacionados con aislamientos de TSWV 
pertenecientes al clado americano, previamente descriptos. 
 presentan sustituciones aminoacídicas en la proteína NSs asociadas al 
quiebre de resistencia del gen Tsw y que son comunes a aislamientos RB. 
 tienen el mismo rango de hospedantes que otros aislamientos RB y RI. 
 son capaces de infectar pimientos tanto Tsw+ como Tsw-. 
 no tienen la capacidad de infectar cultivares de tomate portadores del gen 
Sw-5b. 
 tienen mayor fitness en pimientos Tsw+ que en pimientos Tsw- 
 
- TSWV es la única especie de tospovirus que está afectando el cultivo de tomate 
del CHP. 
- El análisis de la secuencia aminoacidica de la proteína N indica que los 
aislamientos de TSWV provenientes de plantas de tomates del CHP son 
idénticos a los provenientes de plantas de pimientos Tsw+ del CHP. 
- La secuencia de la proteína NSm de los aislamientos de TSWV provenientes de 
plantas de tomate del CHP, corresponde al biotipo wild type (WT). 
- Los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de tomate del CHP:  
 están filogenéticamente relacionados con aislamientos provenientes de otros 
países. 
 no son capaces de infectar tomates resistentes portadores del gen Sw-5b. 
 son capaces de infectar plantas tanto de pimientos Tsw + como Tsw -. 
 
 
Objetivos 
 
En este plan de tesis se propuso avanzar principalmente en el conocimiento del 
patosistema actual pimiento-TSWV en el CHP y luego en el patosistema tomate-
tospovirus, estudiando la nueva población viral presente, caracterizándola tanto 
biológica como genéticamente y evaluando su comportamiento en los cultivares 
comerciales. 
Esto permitirá contar con el conocimiento básico para avanzar en la epidemiología de 
TSWV en nuestro país, y en el desarrollo, a futuro, de estrategias más eficientes y 
duraderas para el manejo de la enfermedad, lo que se espera, tendría un impacto 
económico considerable en la producción de tomate y pimiento. 
Por lo tanto, se plantean los siguientes objetivos generales y específicos, a desarrollar 
en los tres capítulos de esta tesis:  
 
1. Caracterización genotípica y biológica de aislamientos de TSWV del CHP que 
quiebran la resistencia mediada por el gen Tsw en plantas de pimiento 
 
1. a. Establecer una colección de aislamientos de TSWV que quiebran la resistencia 
mediada por el gen Tsw, obtenidos de plantas de pimiento de campo del CHP. 
1. b. Caracterizar genotípicamente los aislamientos de TSWV del CHP que quiebran la 
resistencia en pimientos Tsw+, por medio del análisis de las secuencias nucleotídicas 
de los genes N y NSs. 
1. c. Caracterizar el comportamiento biológico de los aislamientos de TSWV del CHP 
que quiebran la resistencia en pimientos Tsw+. 
 
2. Determinación del fitness del aislamiento TSWV-A2 en plantas de pimientos 
Tsw+ y Tsw- 
 
2. a. Diseño y optimización de un protocolo de RT-qPCR que permita cuantificar la 
acumulación viral. 
2. b. Determinación del fitness del aislamiento TSWV-A2 en plantas de pimientos 
Tsw+ y Tsw-. 
 
3. Caracterización de aislamientos de TSWV provenientes de cultivares de 
tomate del CHP  
 
 45 
 
3. a. Establecer una colección de aislamientos de tospovirus provenientes de 
cultivares de tomate del CHP 
3. b. Caracterizar genotípicamente los aislamientos de TSWV provenientes de 
plantas de tomate del CHP por medio del análisis de las secuencias nucleotídicas 
de los genes N y NSm. 
3. c. Caracterizar el comportamiento biológico de aislamientos de TSWV del CHP 
provenientes de plantas de tomate, en distintos cultivares comerciales de tomate 
(Sw-5b+ y Sw-5b-) y de pimiento (Tsw+ y Tsw-). 
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En las siguientes secciones se realiza una descripción general de las técnicas utilizadas 
durante el trabajo de tesis. El desarrollo y la puesta a punto de algunas de las 
metodologías se detallan en otros Capítulos de la tesis. Los reactivos empleados se 
expresan como concentraciones finales, salvo que se indique lo contrario. 
 
1. Materiales 
 
1.1. Material vegetal  
 
En los ensayos biológicos se utilizaron como hospedantes experimentales las siguientes 
especies: Chenopodium quinoa, Nicotiana tabacum cv. NN, Nicotiana benthamiana, 
Nicotiana glutinosa, Nicotiana rustica, Cucumis sativus, Solanum lycopersicum cv Kada, 
cv Quality, cv Wolverine, Capsicum anuum cv Platero, cv Margarita, cv Almuden, Vignia 
ungiculata, Gomphrena globosa, Zinnia elegans, Emilia sonchifolia, Lactuca sativa y 
Datura stramonium. 
 
1.2. Reactivos químicos  
 
Se utilizaron reactivos de grado analítico de Sigma (St. Louis, EE.UU.), Merck 
(Darmstadt, Alemania), Fluka (Buchs, Suiza), Carlo Erba (Milán, Italia) y Mallinkrodt 
(New York, EE.UU). 
Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos fueron de grado Biología 
Molecular de Sigma (St. Louis, EE.UU.), Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemania), 
Promega (Madison, EE.UU.), Solis BioDyne (Tartu, Estonia), Bio Rad Life Science 
(California, EEUU.), Invitrogen (Carlsbad, California, EEUU). 
  
1.3. Cepa bacteriana  
 
 - Escherichia coli: DH5αF’ supE44 ΔlacU169 (φ80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 
gyrA96 thi-1 relA1.  
 
1.4. Vector de clonado  
 
-pGEM-T (Promega, Madison, EEUU) 
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1.5. Primers utilizados durante el trabajo de tesis  
 
En la siguiente tabla se muestran los primers utilizados durante el trabajo de tesis, con 
las respectivas temperaturas de melting, que fueron las utilizadas en las reacciones de 
amplificación. 
 
 
Nombre Secuencia 5' a 3' Tm (°C) 
TSWV_NssF2 CACAATACTGTAATAAG 50 
TSWV_Nss_Rev CAGGAGAAATTCAAAAG 50 
N_TSWV_BamATG_FW TACGGATCCGATGTCTAAGGTTAAGCTCAC  55 
N_TSWV_XhoSTOP_RV TTATCTCGAGTCAAGCAAGTTCTGCGAG 55 
NSm-TSWV-FW ATGGATGCATCCAAAGGA  55 
NSm-TSWV-RV CTATATTTCATCAAAGGATAACTGAG 55 
Dew1 AGAGCAATTGTGTCA 36,47 
Dew2 TCAAGc/tCTTCg/tGAAa/Ggtcat 48,70 
TCSV – L_For  ATGTTCGGTGGGCTGGTGTC   60 
TCSV – L_Rev GGGAAGCATCTAGGGAAAATTATG 53,6 
TCSV – M_For GCAAGATTCCATAGAGATTG   48,3 
TCSV – M_Rev TTGCTTCAGAGAGTCTCC 51 
TCSV – S_For AACTGGGAAAGCAGAAAACC   53,5 
TCSV – S_Rev TGCAATGTTCGGAGTAAGG 52,5 
TSWV_S_For CCCTGTGAAGAAGAAGAGATTTC 53,2 
TSWV_S_Rev GATGTGCTATAATCAGGCTTTAGGC 53,7 
TSWV_M_For GGCTTTGATCTCAGAATC 47,6 
TSWV_M_Rev AATCCTTGAGCATTGAC 51 
TSWV_L_For CTGTTGTCTATTGAGGATTGTG 51,2 
TSWV_L_Rev GTCCTGCATTAACAAGCTCTCTG 47,8 
GRSV – L_For CCATTGAGGACTGTGTAGG 52,3 
GRSV – L_Rev GATGATCTACGACTGGAAG 49,3 
GRSV – M_For AGCCGATTTGTCACCAC 52,9 
GRSV – M_Rev GTCGATATCCCTTTGACCTCG 54,8 
GRSV – S_For CTGTCAGGAAAATCTTGACCTG 53,5 
GRSV – S_Rev ACGAGATGTTTGGAGTCAAG 52,5 
 UBI-3 For TGTCCATCTGCTCTCTGTTG 85 
 UBI-3 Rev CACCCCAAGCACAATAAGAC  85 
GAPDH For ATGATGATGTGAAAGCAGCG  85 
GAPDH Rev TTTCAACTGGTGGCTGCTAC 85 
B-tubu For GAGGGTGAGTGAGCAGTTC  83,81 
B-tubu Rev CTTCATCGTCATCTGCTGTC 83,81 
P1real For TTGGAGCCACTGACATGACC 59,96 
P1real Rev CCAGCATTATGGCAAGCCTC 59,33 
 
 Tabla 1: Primers utilizados en el trabajo de tesis. Tm: temperatura de melting 
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1.6. Antisueros utilizados   
 
Se utilizaron kits comerciales para la técnica de Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
(ELISA), con antisueros específicos para cada especie viral: 
  
- TSWV: DSMZ (Braunschweig, Alemania) y BioReba AG (Reinach, Suiza). 
- GRSV: DSMZ (Braunschweig, Alemania) 
- TCSV: DSMZ y Adgen (Escocia, Reino Unido) 
- TMV, CMV, PMMoV y PVY: Agdia (Indiana, EEUU) 
 
 
 
2. Métodos 
 
 
2.1. Obtención de material vegetal 
 
La muestra vegetal consistió en tejido foliar, pudiendo tratarse de brotes jóvenes con 
síntomas, en el caso de muestras de campo, u hojas totalmente expandidas en el caso 
de muestras de pimiento y tomate de plantas crecidas en el invernáculo. Para las 
herbáceas utilizadas como hospedantes experimentales, será aclarado en cada 
capítulo. Cada muestra de campo se colocó en una bolsa de plástico, sin tomar contacto 
con las manos del operador para evitar contaminación con virus estables y transmisibles 
por contacto, que pudieran estar infectando la planta. Se conservó a 4-8 ºC hasta el 
momento de su procesamiento en el laboratorio. Si la condición del material vegetal lo 
permitía, la muestra pudo conservarse a 4°C hasta una semana. También hubo parte 
del material vegetal que se conservó a -80°C. Los detalles de cada tipo de muestra y su 
procesamiento se explican en cada Capítulo. 
 
2.2. Inoculaciones mecánicas en el invernáculo 
 
Las inoculaciones se realizaron mecánicamente, utilizando un extracto crudo obtenido 
de la molienda de tejido foliar sintomático con buffer de inoculación: fosfato de sodio 
0.1M pH 8 + 0.1% de sulfito de sodio, en una proporción 1/10 p/v. La molienda se realizó 
en mortero o bolsa plástica, mantenido a 0 - 4°C (de Ávila et al., 1993). Para la 
inoculación se utilizó carborundum, como abrasivo, y fue realizada de dos maneras, con 
guante en forma manual, o con espátula, para un control más preciso del volumen de 
inóculo. 
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2.3. Condiciones de crecimiento de plantas 
 
Las plantas se mantuvieron en cámara de cultivo con un fotoperíodo de 16 horas luz, a 
24°C, desde su germinación y durante 3-4 semanas. Luego fueron trasladadas a 
invernáculo, mantenidas bajo condiciones de temperatura entre 18 a 29°C. En el caso 
de pimiento y tomate, se emplearon plantas de más de 4 hojas verdaderas totalmente 
expandidas. 
 
 
2.4. Extracciones de RNA de tejido vegetal  
 
La extracción de RNA total de material foliar se realizó utilizando el reactivo Tri-Reagent 
(Molecular Research Center, MRC, EEUU) según especificaciones del fabricante. 
Partiendo de 100 mg de tejido, previamente molido en N2 líquido. El RNA total obtenido 
se resuspendió en 10 a 50 μl de agua bidestilada estéril libre de RNAsa.  
 
2.5. Digestión con DNAsa 
 
Para el caso de las muestras de RNA total que fueron analizadas por RT-qPCR donde 
debe eliminarse la presencia del gen (DNA) de referencia, las muestras fueron tratadas 
con DNAsa, de tal manera de cuantificar únicamente los mensajeros con identidad de 
secuencia. Se digirió 1 μg de RNA molde con 1 unidad de DNAsa (RQ1 RNase-Free 
DNase, Promega) en las condiciones especificadas por el fabricante, en un volumen de 
reacción de 10 μl. La reacción se detuvo incubando a 65ºC durante 10 minutos con 1 μl 
de RQ1-stop solution. 
 
2.6. Reacción de transcripción reversa (RT)  
 
Las reacciones de RT se realizaron en un volumen de reacción de 10 μl, partiendo de 1 
μl de RNA total. Se agregó el primer de interés con una concentración final de 10 μM, 1 
μl de dNTPs (10 mM de cada uno) y 3 μl de agua bidestilada libre de RNAsa. Se incubó 
a 75°C durante 5 minutos y se enfrió rápidamente en agua-hielo por 5 minutos. Se 
agregaron 100 U de 30 trascriptasa reversa M-MLV (Promega, Madison, EE.UU), 16 U 
de RNAsin® Inhibidor de Ribonucleasa (Promega, Madison, EE.UU), 1 μl de DTT 0,1 
M, y 2 μl del buffer 5 X de la enzima. Se incubó a 42 °C por 60 minutos. El producto 
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generado en la reacción de RT se utiliza posteriormente como molde en reacciones de 
PCR.  
 
2.7. Reacción de PCR a tiempo final 
 
Las reacciones de PCR se realizaron en ciclador Gene Amp PCR System 2400 o 9600 
(PERKIN ELMER). Para un volumen de reacción de 10 μl se agregaron 1 μl de buffer 
de Taq DNA polimerasa (50mM KCl; 10 mM Tris-HCl pH 9.0; 0,1 % v/v Tritón X-100), 
0,2 μl dNTPs (10 mM de cada uno), 1,5 mM MgCl2, los primers directo y reverso a una 
concentración final 1 μM y 0,25 U de Taq DNA polimerasa (Promega). Las condiciones 
de ciclado generalmente son de 5 minutos a 94°C como etapa inicial de 
desnaturalización, 35 ciclos de 10’’ a 94°C, 10’’ a la temperatura correspondiente a los 
primers utilizados, indicada en la Tabla 1, y 50’’ a 72°C (este tiempo varía de acuerdo a 
la extensión del fragmento a amplificar), seguida de una etapa de elongación final de 5 
minutos a 72°C. Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en 
gel de agarosa 1-2 %–TAE 1X en presencia de bromuro de etidio. 
 
2.8. Reacción de PCR en tiempo real (RT-qPCR) 
 
Las cuantificaciones de RNA por RT-qPCR (previo tratamiento con DNAsa y síntesis del 
cDNA) se llevaron a cabo en un ciclador Fluorescent Quantitative Detection System 
FQD- 48A (BIOER). Las mezclas de reacción tuvieron un volumen final de 20 μl 
conteniendo 2μl de mezcla RT. Se utilizó la pre-mix de reacción 5X HOT FIREPol® 
EvaGreen® qPCRMix Plus no ROX (Solis BioDyne). Se utilizaron los buffers y 
condiciones de reacción especificados por el fabricante. Se utilizaron los primers directo 
y reverso a una concentración final 200nM. Las condiciones de ciclado en todos los 
casos fueron de 5 minutos a 95°C como etapa inicial de desnaturalización, 45 ciclos de 
20’’ a 95°C, 30’’ a 60ºC y 20’’ a 72°C y una etapa final de elongación de 5 minutos a 
72°C. Se realizaron las correspondientes curvas de melting (fusión) en el rango de 
temperatura de 72-93ºC. Las curvas de calibración para la cuantificación absoluta fueron 
generadas a partir de diluciones seriadas de los amplicones purificados y cuantificados. 
La concentración de los estándares utilizados en la curva de calibración fue realizada 
midiendo la concentración de DNA por absorbancia a 260nm, y se expresaron en nº de 
copias del amplicón por unidad de volumen. Se ensayaron por triplicado los estándares 
correspondientes a 102, 103, 104, 10⁵, 10⁶, 10⁷ y 108 copias del fragmento de DNA por 
μl. Los datos fueron analizados con el software incorporado al equipo, Line-GeneK FQD- 
48A (BIOER TECHNOLOGY). 
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2.9. Purificación de DNA a partir de geles de agarosa  
 
El procedimiento utilizado es el que se detalla en el protocolo de GENECLEAN III (BIO 
101 Inc., Vista, California, EEUU). El fragmento de gel que contiene el DNA a recuperar 
se disolvió con 3 volúmenes de NaI 6 M, calentando a 55 °C por 5 minutos. A la agarosa 
disuelta se le agregó matriz de sílice (glass milk), se mezcló y se incubó a temperatura 
ambiente por 5 minutos. La suspensión de sílice se centrifuga y se lavó 3 veces con 
New Wash (solución de NaCl, Tris, EDTA, agua y etanol). El pellet se secó al aire para 
eliminar los restos de alcohol y se agrega agua bidestilada estéril incubando por 2 o 3 
minutos a 50 °C, seguida de centrifugación durante 1 minuto a 14000 xg. El 
sobrenadante contiene el DNA de interés.  
 
2.10. Clonado en vectores  
 
2.10.1. Preparación y transformación de bacterias competentes 
 
-Bacterias competentes para electroporación  
 
El protocolo para la obtención de bacterias de E. coli para electrotransformación se basó 
en el reportado por Dower et al. (1988). Las bacterias se lavaron con glicerol 10% v/v 
para eliminar todas las sales que pudieran interferir en la conducción del pulso eléctrico. 
A partir de un cultivo saturado se realizó una dilución 1:100 en 1 litro de medio LB sin 
NaCl y se cultivó a 37°C con agitación hasta alcanzar una DO600 de 0,5. Las bacterias 
se centrifugaron a 4ºC durante 10 minutos y a 5000 xg. El sedimento bacteriano se 
resuspendió en glicerol 10% v/v. Este procedimiento se repitió tres veces disminuyendo 
el volumen de glicerol utilizado en los lavados. Por último, las bacterias se 
resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% v/v, se fraccionaron en alícuotas y se congelaron 
rápidamente a -70°C hasta su uso.  
 
-Reacciones de ligación 
 
Se utilizó una relación molar de inserto: vector de 3:1. La ligación se realizó utilizando el 
sistema pGEM®-T Easy Vector (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
 
-Transformación mediante electroporación  
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Para realizar las electroporaciones se utilizó un electroporador Bio-Rad Gene PulserTM. 
Se mezclaron las bacterias competentes obtenidas para este método con el producto 
de ligación incubando en hielo por 5 minutos. Posteriormente dicha mezcla se colocó en 
una cubeta de electroporación, que se ubica en el electroporador. Una vez ajustadas las 
condiciones de la electroporación (2,2 kV/0,2 cm; 25 μF y 200 Ω para E. coli, 2,2 kV/0,2 
cm; 25 μF) se sometió a las bacterias al impulso eléctrico. Inmediatamente se las diluyó 
con medio LB sin antibiótico, se las creció durante 1 hora a 37°C y se las sembró en 
placas de LB conteniendo el antibiótico adecuado y X-gal e IPTG.  
 
2.10.2. Minipreparación de DNA plasmídico 
 
La purificación de DNA plasmídico se realizó mediante el método de lisis alcalina 
(Birnboim & Doly, 1979), con algunas modificaciones. Una alícuota de 1 ml de cultivo 
bacteriano crecido ON en agitación se centrifugó a 14000 xg durante 1 minuto (este 
procedimiento se puede repetir hasta tres veces). El pellet obtenido se resuspendió en 
200 μl de Solución I (25 mM Tris-HCl pH 8; 50 mM glucosa; 10 mM EDTA), se agregaron 
300 μl de Solución II (0,2 N NaOH; 1 % v/v SDS) y se incubó en agua-hielo durante 5 
minutos. Luego se agregaron 300 μl de Solución III (3 M acetato de potasio pH 4.8), se 
incubó en agua-hielo durante 5 minutos. Se realizó una centrifugación a 14000 xg por 
15 minutos. Al sobrenadante obtenido se le agregó RNAsa A a una concentración final 
de 20 μg/ml incubando a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente se realizaron dos 
extracciones con un volumen de cloroformo para eliminar proteínas y se precipitó el DNA 
plasmídico presente en la fase acuosa con el agregado de un volumen de isopropanol. 
Se centrifugó por 20 minutos a 14000 xg, el pellet se lavó con etanol 70 % y se 
resuspendió en 20 μl de agua bidestilada estéril.  
 
 
2.11. Colony PCR 
 
La verificación de la presencia y tamaño de los insertos se realizó por PCR, con los 
primers correspondientes en cada caso. Para ello, se utilizó una pequeña cantidad de 
cultivo bacteriano crecido en medio sólido que se resuspendió en 10 μl de agua bi-
destilada estéril y se incubó a 100 °C durante 5 minutos. Se centrifugó a 14000 xg 
durante 10 minutos y se utilizó una alícuota del sobrenadante como molde en las 
reacciones de PCR. 
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2.12. Secuenciación de fragmentos de ADN amplificados  
 
La secuencia de los fragmentos de ADN amplificados se determinó mediante 
secuenciación por método de Sanger en Macrogen (Corea). Cada secuencia se 
introdujo en el Genbank y se compararon con otras secuencias depositadas (búsqueda 
BLAST). 
 
2.13. Construcción de árboles filogenéticos  
 
En primer lugar, se realizaron alineamientos de secuencias, utilizando el programa 
Clustal W (Thompson et al., 1994).  
Las distancias genéticas entre y dentro de los grupos definidos por el análisis 
filogenético fueron calculadas con el programa MEGA, empleando el modelo de 
Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993).  
La elección del modelo evolutivo que permita explicar, de la mejor manera posible, las 
relaciones filogenéticas existentes entre los aislamientos, se realizó utilizando el 
programa JModelTest. El modelo de sustitución seleccionado en cada caso se detalla 
en los respectivos capítulos.  
Las relaciones filogenéticas fueron inferidas utilizando el método de máxima 
verosimilitud (maximum-likelihood), implementado en el programa Mega V6. 
Como medida de soporte de las ramas, para establecer la estabilidad de los grupos 
formados, se realizó el análisis de bootstrapping con 1000 repeticiones. 
 
 
2.14. DAS-ELISA y TAS-ELISA 
 
Los inmunoensayos (Clark y Adams, 1977) fueron realizados siguiendo los protocolos 
de las respectivas empresas (Agdia, Bioreba, Adgen y DZSM). 
 
DAS-ELISA: 
Una dilución de la IgG (Inmunoglobulina G) purificada de antisuero para cada patógeno, 
en tampón de captura (coating buffer) se adicionó a cada celdilla de la placa. Se incubó 
a 37ºC por cuatro horas y se lavó 3 – 4 veces con tampón de lavado (washing buffer). 
Se maceraron y homogeneizaron las muestras diluyendo 1: 10 en tampón de muestra 
(extraction buffer), colocándose en cada celdilla. Se incubó  a 4 – 6 ºC durante toda la 
noche. Se realizó el segundo lavado. Una dilución de  la IgG conjugada con la enzima 
fosfatasa alcalina en tampón de conjugado (conjugate buffer) se agregó a las celdillas. 
Se dejó incubar a 37ºC por cuatro horas. Se realizó un tercer lavado. Se diluyó el 
 57 
 
sustrato de la enzima (p-nitrophenyl phosphate ¨Thermo¨) en tampón de sustrato 
(substrate buffer) y se adicionó a cada celdilla. Se dejó incubar a temperatura ambiente 
(18 - 25°C) en oscuridad, durante 30 – 120 minutos. Se midió la absorbancia (OD) a 405 
nm en lector Biotek EL x 800. Se consideró positivo todo valor que supere tres veces el 
valor del promedio de los testigos negativos. 
 
TAS-ELISA: 
 
La técnica es similar a la de DAS-ELISA, con la diferencia que se le añade un paso de 
incubación a 37°C durante 4 horas, con una dilución de  MAb  (monoclonal anti-body) 
en tampón de conjugado, húmeda, dejándola incubar a 37ºC por cuatro horas. Se realizó 
un tercer lavado, incubándose nuevamente durante 2 h a 37°C con una dilución de RaM-
AP (rabbit anti-mouse- Alkaline Phosphatase) en tampón de conjugado. 
 
 
2.15. Hibridación molecular por Dot-Blot 
 
 
Se colocó 1µl de RNA de cada muestra en membrana de nitrocelulosa. Se fijó el material 
con luz UV (E= 700x100u/cm2), se bloqueó la membrana con buffer de prehibridación, 
e incubó a 65°C durante 2 horas, para evitar uniones inespecíficas. 
Luego se realizó la hibridación con una sonda específica de RNA correspondiente a una 
región conservada del segmento S de TSWV, y se incubó a 65°C. Para determinar la 
presencia de TCSV, se usó una sonda de DNA correspondiente a una región 
conservada del RNA L, y se incubó a 55°C. Luego de realizar los lavados con buffers 
de astringencia decreciente, se realizó la detección de la sondas con anti-digoxigenina 
conjugada con fosfatasa alcalina (1:20000). Por último se colocó el sustrato 
quimioluminiscente (CDP-STAR), incubando en oscuridad por 5 minutos y se realizó el 
revelado con el equipo Image Quant LAS 4000 (GE). 
 
2.16. Análisis estadístico 
 
Los datos se sometieron a análisis de la varianza (ANOVA) y las medias se compararon 
mediante un test deFisher a P<0,05. Asimismo, en algunos casos, la comparación de 
medias se realizó mediante un test de Student. Todos estos análisis se realizaron 
utilizando los programas InfoStat y GraphPad.  
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Introducción 
 
Como se mencionó en la Introducción general, es escaso el conocimiento sobre 
el patosistema actual tospovirus-pimiento en el Cinturón hortícola platense (CHP). 
Reportes previos indican que TSWV sería la especie predominante en variedades de 
pimiento consideradas resistentes (portadoras del gen Tsw) (Calvo et al., 2008; Ferrand 
et al., 2011), pero sin avanzar en la caracterización molecular y biológica de los 
aislamientos. 
El objetivo principal del trabajo de Tesis ha sido caracterizar genotípica y 
biologicamente, aislamientos de TSWV capaces de quebrar la resistencia (aislamientos 
RB), provenientes de cultivares de pimiento portadores del gen Tsw (pimientos Tsw+).  
La proteina NSs posee varias funciones, estando involucrada en diversas etapas 
del ciclo viral. A continuación se revisa la información más relevante: 
 
-La proteína NSs es el factor Avr del gen de resistencia Tsw en pimiento (De Ronde et 
al., 2013), además de supresora del silenciamiento mediado por RNA. En dicho reporte, 
determinan que los RB pierden, además de la función Avr, la función de supresión del 
silenciamiento génico.  
En un estudio posterior, De Ronde et al. (2014), generaron y analizaron mutantes de la 
NSs con el fin de identificar aminoácidos, motivos y dominios necesarios para ambas 
funciones. El análisis de estos mutantes reveló que el extremo N-terminal de la proteína 
NSs es fundamental para las funciones de supresión y Avr. Estas funciones son 
independientes, puesto que mutaciones en ciertas posiciones ocasionaron pérdida de 
una de ellas, sin alterar la otra. En este estudio también identificaron que ciertos 
aminoácidos de la NSs se conservan en todos los tospovirus del clado americano, y que 
son claves para las funciones mencionadas. Un motivo importante para la función de 
supresión es el GW/WG en la posiciones 17 y 18, dado que es un sitio putativo de 
interacción con AGO1, componente activo del complejo RISC (RNA-inducer silencing 
complex). También demuestran la importancia de los sitios de unión a RNA en las 
posiciones S48 y R211 para la función de supresión, ya que la proteína NSs se une a 
RNAs de cadena doble, pequeños y largos (mi/si RNA y long dsRNA) (Schnettler et al., 
2010). Hedil et al. (2016), estudiando la capacidad de supresión a nivel sistémico de la 
NSs de dos aislamientos RB (Vir 160 y Vir 171), encuentran que estos aislamientos 
pierden su capacidad de supresión local, pero son capaces de suprimir el silenciamiento 
a nivel sistémico, aunque en el caso del aislamiento Vir 160, que posee la sustitución 
S48P (sitio de unión a RNAs), presentó una menor supresión sistémica. 
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Respecto a la identificación de aminoácidos importantes en la NSs que ocasionan la 
aparición de aislamientos RB (pérdida de función Avr), diversos estudios indican que 
existen múltiples y diferentes sustituciones aminoacídicas en distintas posiciones, que 
se asocian a la capacidad de quebrar la resistencia (Margaria et al., 2007; Tentchev et 
al., 2011; De Ronde et al., 2013). De Ronde et al., (2014), reportan que el codón situado 
en la posición 79 de la NSs presenta un rol clave. Ellos reportan que el cambio de 
isoleucina (I) por treonina (T) en dicha posición, es observado en aislamientos RB y que, 
al revertir T por I, los mismos recuperan la función de supresión, pero no la función de 
Avr. La función Avr es recuperada cuando, además de revertir T por I en la posición 79, 
revierten P por S en la posición 48. 
Por lo expuesto, resulta relevante determinar y analizar la secuencia de la proteína NSs 
de los aislamientos del CHP, comparándolas con secuencias de otros aislamientos RB 
ya caracterizados,  identificando los aminoácidos, motivos y dominios estudiados por De 
Ronde et al. (2014) y, si existieran, mutaciones que se asocien al quiebre de la 
resistencia. 
 
- Se ha reportado en otros países, la presencia de especies de tospovirus originadas a 
partir de reasociaciones. Las mismas pueden ocurrir entre especies o dentro de la 
misma especie de tospovirus. La ocurrencia de reasociaciones tiene un significado 
importante a nivel epidemiológico puesto que pueden generar especies RB (Margaria et 
al., 2014). En el caso de las reasociaciones interespecies, de existir un intercambio del 
fragmento S (que lleva el gen NSs) de TSWV por el de otra especie (GRSV o TCSV), la 
resistencia del gen Tsw ya no sería efectiva, ya que este gen es especie específico 
(Boiteux y de Ávila, 1994). Si bien las especies GRSV y TCSV no han sido detectadas 
a través de sucesivos relevamientos en los últimos años en el CHP, no necesariamente 
implica que en esta población de tospovirus no pudieran ocurrir reasociaciones 
interespecies aún sin detectar los virus parentales, como ocurrió en Florida, USA 
(Webster et al., 2011). 
 
-Estudios previos muestran que los aislamientos RB tienen propiedades similares a  
aquellos que inducen resistencia (RI), en términos de rango de hospedantes, 
sintomatología e incidencia. Hasta el momento, sólo se ha observado diferencia en la 
capacidad de los aislamientos RB de infectar variedades portadoras del gen de 
resistencia (Roggero et al., 2002; Sharman et al., 2006; Aramburu et al., 2010). Por lo 
tanto, es relevante determinar el comportamiento biológico de los aislamientos RB que 
afectan pimiento del CHP, en diferentes cultivares de pimiento y evaluar su incidencia y 
sintomatología, así como determinar su rango de hospedantes. 
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-Los genes Avr y R para los patosistemas TSWV-pimiento y TSWV-tomate son 
diferentes (Jahn et al., 2000). Hasta la actualidad, no se ha reportado un aislamiento de 
campo que sea capaz de quebrar las resistencias en ambos cultivos, es decir, mediada 
por ambos genes, Tsw y Sw-5b (Debreczeni et al., 2015). El 90% de las variedades de 
tomate que se cultivan actualmente en el CHP son portadoras del gen de resistencia 
Sw-5b. Informes por parte de técnicos y productores del CHP indican que la incidencia 
de peste negra en cultivo de tomate es prácticamente nula, por lo que sería de esperar 
que las variantes de TSWV que infectan pimientos Tsw+ no fueran capaces de infectar 
tomates Sw-5b+. Sin embargo, dado que ambos cultivos se producen de manera 
simultánea en casi la totalidad de los establecimientos hortícolas, resulta de importancia 
epidemiológica corroborar lo anterior o refutar esta hipótesis.  
 
-En 1996, Dewey y colaboradores determinaron la secuencia nucleotídica 
correspondiente a un fragmento del gen N de 5 aislamientos argentinos de TSWV, de 
los cuales 4 provenían de plantas de tomate del CHP, y desde entonces, han sido los 
únicos datos disponibles de secuencias génicas de aislamientos argentinos de TSWV.  
 
 
En base a todo lo mencionado, en este capítulo, se plantean las siguientes 
hipótesis y objetivos: 
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Hipótesis 
 
- En la población de tospovirus que infecta actualmente el cultivo de pimiento del 
CHP, sólo se encuentra la especie TSWV. 
- En el CHP, existen aislamientos de TSWV que son reasociaciones interespecies. 
- Los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de pimiento del CHP: 
 están filogenéticamente relacionados con aislamientos de TSWV 
provenientes de clado americano, previamente descriptos. 
 presentan sustituciones aminoacídicas en la proteína NSs asociadas al 
quiebre de resistencia del gen Tsw y, estas sustituciones son comunes a 
las encontradas en aislamientos RB. 
 poseen el mismo rango de hospedantes que otros aislamientos RB y RI. 
 son capaces de infectar pimientos tanto Tsw+ como Tsw-. 
 no tienen la capacidad de infectar cultivares de tomate portadores del gen 
Sw-5b. 
 
Objetivos 
 
a. Establecer una colección de aislamientos de TSWV que quiebran la resistencia 
mediada por el gen Tsw, obtenidos de plantas pimientos de campo del CHP. 
b. Caracterizar genotípicamente los aislamientos de TSWV del CHP que quiebran la 
resistencia en pimientos Tsw+, por medio del análisis de las secuencias nucleotídicas 
de los genes N y NSs. 
c. Caracterizar el comportamiento biológico de los aislamientos de TSWV del CHP que 
quiebran la resistencia en pimientos Tsw+. 
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Resultados 
 
1. Colección de aislamientos de TSWV de campo que quiebran 
la resistencia de plantas de pimientos Tsw+  
 
Para establecer la colección de aislamientos, se llevaron a cabo relevamientos 
en diferentes establecimientos de producción de pimiento, ubicados en las localidades 
de Arana, Abasto, Los Hornos y Colonia Urquiza, todas pertenecientes al CHP (Figura 
1). Los establecimientos se seleccionaron de acuerdo a la notificación brindada por 
técnicos, monitoreadores y productores sobre aparición de sintomatología asociada a la 
enfermedad peste negra. 
 
 
 
 
 
 
Durante las campañas de los años 2011, 2012, 2013 y 2014, se tomaron 30 
muestras de tejido foliar de plantas de pimientos Tsw+, que presentaban sintomatología 
asociada a peste negra, como se muestra en la Figura 2. Las plantas presentaban 
anillos cloróticos, mosaico, clorosis y deformaciones en hojas y anillos cloróticos y 
deformación de frutos. No se tomaron muestras de plantas Tsw- debido a que los 
productores de la región han dejado de cultivar tales variedades. 
 
  
Figura 1: Ubicación geográfica de las localidades de las cuales provienen los aislamientos colectados. 
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De estas plantas se tomaron hojas con síntomas, y se analizaron primeramente 
mediante RT-PCR utilizando los primers ‘Dew1’ y ‘Dew2’, diseñados por Dewey et al., 
(1996), que han resultado confiables a lo largo de varios años de experiencia en la 
detección de TSWV en el CHP (como parte de servicios a productores, datos no 
publicados en esta tesis). Se amplifica un fragmento de una región conservada del gen 
N de las 3 especies más relevantes del género Tospovirus (TSWV, GRSV y TCSV). Las 
muestras resultaron positivas en su totalidad (datos no mostrados). 
Para determinar si en las muestras colectadas hubiera infecciones mixtas con 
otros virus que pueden infectar pimiento, éstas fueron analizadas por la técnica 
serológica DAS-ELISA, utilizando antisueros comerciales específicos para Cucumber 
mosaic virus (CMV), Tobacco mosaic virus (TMV), Potato virus Y (PVY), Pepper mild  
  
Figura 2: Síntomas de peste negra observados a campo en cultivares de pimiento Tsw+ del CHP. En hojas 
(A): mosaico, deformación, anillos concéntricos. En frutos (B).anillos, mosaico y deformaciones. 
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mottle virus (PMMoV). Los resultados fueron negativos, descartando infecciones mixtas 
con estos virus. 
Para determinar las especies de tospovirus presentes en las muestras, se aplicó 
la técnica de DAS-ELISA utilizando antisueros específicos que reconocen la proteína N 
de cada una de las tres especies de tospovirus reportadas en el país, TSWV, GRSV y 
TCSV. Todas las muestras resultaron positivas sólo para TSWV (datos no mostrados). 
De las 30 muestras positivas para TSWV, se seleccionaron 18 al azar para 
confirmar la identidad del virus mediante la técnica de hibridación molecular por Dot-
Blot, utilizando una sonda de RNA correspondiente a un fragmento de la proteína N de 
TSWV (gentilmente brindada por la Dra. Anelise Franco Orílio, Universidad de Brasilia, 
Brasil) específica de la especie TSWV. En la Figura 3 se muestran los resultados del 
Dot-blot, que confirman que las 18 muestras de plantas de pimiento Tsw+ del CHP están 
infectadas con la especie TSWV. 
Para continuar el estudio, de las 18 muestras confirmadas, se seleccionaron 6 
de ellas, de acuerdo a la localidad, año de muestreo, y por su carga viral, esto último de 
acuerdo a las determinaciones obtenidos por ELISA, Dot-Blot y RT-PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 3: Detección de TSWV por hibridación molecular por Dot-blot, con 
sonda específica. De las 18 muestras de pimiento analizadas, las 6 seleccionadas 
se indican en el recuadro rosa. Aquellas que no poseen identificación, se 
discutirán en el Cap. 3. Se muestran los controles positivo y negativo (cuadros 
de abajo). 
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Así, se estableció una colección de 6 aislamientos, cuyos datos se resumen en 
la Tabla 1. Los aislamientos fueron denominados de acuerdo al número con que fueron 
procesados en el laboratorio: TSWV-A2, TSWV-A5, TSWV-A7, TSWV-A10, TSWV-A14 
y TSWV-A24. 
 
 
           
  
                
 
 
Para conservar los aislamientos, se realizó un único pasaje, mediante inoculación 
mecánica, a plantas de Nicotiana benthamiana y Datura stramonium (recomendado por 
R. Resende, com. personal, Univ. de Brasilia), por la capacidad de ser infectadas y 
estabilidad de la infección después que el material es descongelado. Una parte del 
material vegetal que fuera colectado y el obtenido de los hospedantes experimentales, 
fue conservado a -80°C, y utilizado para los estudios de este trabajo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aislamiento Año Localidad Variedad Síntomas 
ELISA: 
 
RT-PCR 
Tospovirus 
ELISA Dot-Blot 
GRSV, TCSV, 
CMV, TMV, 
PMMOV, PVY 
  TSWV TSWV 
TSWV-A2 2011 Arana Almuden S, M, C, ACH, ACF, DF -  + + + 
TSWV-A7 2012 Colonia Urquiza Almuden 
S, M, C, AC, 
DH, ACF -  + + + 
TSWV-A10 2012 Arana Almuden S, M, C, AC, ACF -  + + + 
TSWV-A24 2013 Los Hornos Almuden 
S, M, C, AC, 
ACF, DF -  + + + 
TSWV-A5 2013 Colonia Urquiza Fiume 
S, M, C, AC, 
DH, ACF -  + + + 
TSWV-A14 2014 Los Hornos Bilano 
S, M, C, AC, 
ACF, DF -  + + + 
Tabla 1: Aislamientos de TSWV provenientes de cultivares de pimiento Tsw+. Síntomas a campo: S: sistémico, M: 
mosaico, C: clorosis, ACH: anillos cloróticos en hojas, ACF: anillos cloróticos en frutos, DH: deformación de hojas, DF: 
deformación de frutos. 
 
 
 
 69 
 
2. Caracterización genotípica   
                                    
2.1. Determinación de reasociaciones interespecie en la población de 
TSWV presente en el CHP       
 
 
Dada la importancia epidemiológica de estas especies con rearreglos del 
genoma, se abordó este interrogante para los aislamientos del CHP, a pesar de que no 
se encontraron las especies parentales TCSV y GRSV durante los relevamientos 
realizados. 
Debido a que las técnicas empleadas en el diagnóstico de TSWV se basaron 
exclusivamente en la detección de la proteína N y del segmento RNA S que la codifica, 
podría darse el caso de que los aislamientos presentaran segmentos L y M de RNA de 
las especies GRSV y/o TCSV, es decir, que hubiera reasociaciones interespecie. Para 
corroborar esto, se  aplicó la técnica de RT-PCR, utilizando pares de primers específicos 
(ver Mat. y Mét., Tabla 1) que permiten amplificar fragmentos de cada segmento de RNA 
de cada una de las tres especies. Los primers fueron diseñados y cedidos por la Dra. 
M. M. Severo de Almeida, Universidad de Brasilia, Brasil, quién utilizando éstos primers, 
detectó reasociaciones de tospovirus en Brasil (Almeida, com. pers.). 
Las determinaciones se realizaron a partir de una extracción de RNA total para 
cada aislamiento, y los resultados se analizaron para cada segmento del genoma. A 
modo de ejemplo, en la Figura 4 se muestran los resultados para el aislamiento TSWV-
A5, donde se observan los productos de amplificación para el par de primers 
correspondiente a TSWV. Como se observa, los segmentos S, M y L pertenecen a la 
especie TSWV (Figura 4A). No se detectaron segmentos L, M y S de la especie TCSV, 
como se muestra en la Figura 4B. Tampoco se detectó el segmento L de GRSV (Figura 
4C). Si bien los controles positivos de los segmentos S y M de GRSV no amplificaron, 
en el caso del segmento S, las determinaciones realizadas mediante Dot-Blot (Figura 
2) y ELISA (sección 1) arrojaron resultados negativos para GRSV. Las determinaciones 
del segmento M de GRSV deberán ser optimizadas y repetidas. 
Por lo tanto, en estos aislamientos no se encontró la especie TCSV ni los 
segmentos S y L de GRSV. Es importante mencionar que sería poco probable encontrar, 
en el mismo aislamiento, un segmento M de dos especies distintas (Webster et al., 
2011).               
  
70 
 
 
 
 
 
 
 
 
                      
2.2. Análisis del gen N de aislamientos de TSWV que quiebran la 
resistencia en pimientos del CHP 
 
La importancia de la determinación de la secuencia del gen N radica en que la 
misma es comúnmente utilizada para la clasificación taxonómica y determinación de las 
relaciones filogenéticas entre aislamientos.  
 
2.2.1. Análisis de secuencias del gen N 
 
Partiendo de RNA total extraído de hojas de Datura stramonium infectada con 
cada aislamiento, se realizaron reacciones de RT-PCR utilizando los primers  
Figura 4: Detección de reasociaciones interespecie en el aislamiento TSWV-A5 con primers específicos 
para TSWV (A), TCSV (B) y GRSV (C). Se señala el aislamiento TSWV-A5 y los controles positivos (+). Las 
restantes calles corresponden a muestras (1, 2 3 y 4) de campo, que se analizaron simultáneamente y 
dieron negativas. Las flechas rojas señalan los fragmentos amplificados cuando se utilizan los primers 
específicos para TSWV.  
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específicos: N-TSWV Bam ATG y N-TSWV XStop Rev, que permiten amplificar el ORF 
completo de la proteína N (cedidos por la Dra. A. F. Orílio comunicación personal). Las 
condiciones de la amplificación se detallan en Mat. Y Mét., Tabla 1.  
Los fragmentos generados presentaron el tamaño esperado (~800 pb) como se 
muestra en la Figura 5. Estos se purificaron y clonaron en el vector pGEM-T en E. coli 
DH5α. Los clones fueron analizados por PCR, para confirmar la presencia del inserto. 
De cada aislamiento, se obtuvieron 5 clones, de los cuales 2 fueron secuenciados.  
 
 
 
 
 
Las secuencias obtenidas fueron editadas mediante el software Vector NTI, 
construyéndose las secuencias consenso y confirmándose su identidad por 
comparación con la base de datos  GenBank, mediante la herramienta BLAST.   
El análisis realizado permitió determinar que todos los fragmentos secuenciados 
corresponden a la secuencia nucleotídica del gen N de TSWV, que posee 777 pb para 
todos los aislamientos, coincidiendo con lo reportado por De Haan et al. (1990).  
Mediante la herramienta Translate (Expasy), se realizó la traducción in sílico de 
las secuencias, que resultó en un ORF que codifica la proteína N de 258 aminoácidos 
(aa). Con las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas obtenidas se realizaron 
alineamientos, utilizando el programa Clustal X. De esta manera, se determinó que las 
secuencias de los diferentes clones correspondientes a cada aislamiento son 100% 
idénticas (Tabla 2). Por lo tanto, los análisis siguientes se realizaron con una secuencia 
correspondiente a cada aislamiento.  
Figura 5: Amplificación por RT-PCR  del fragmento correspondiente al ORF completo de la proteína N, en los 
aislamientos TSWV-A2, TSWV-A5, TSWV-A7, TSWV-A10, TSWV-A14 y TSWV-A24. Como control positivo se 
utilizó un aislamiento brasileño, ya caracterizado, cedido por la Dra. M. M. Severo de Almeida, Universidad de 
Brasilia, Brasil. 
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Con el objeto de determinar la variabilidad existente entre aislamientos, se 
realizaron alineamientos múltiples y, utilizando el software Mega V6.0, se estimaron las 
distancias genéticas (pairwise distances o ‘p-distance’) existentes entre los mismos. 
Partiendo de estos datos, se estimaron los porcentajes de identidad nucleotídica y 
aminoacídica de la proteína N entre aislamientos, calculados como: (1-p) × 100, siendo 
p la distancia genética.  
En la Tabla 3 se muestran los datos obtenidos, donde se observa un elevado 
porcentaje de identidad nucleotídica, con valores de entre 100% a 99,4% para distintos 
pares comparados. El porcentaje de identidad aminoacidica fue de 100%. 
 
 
 TSWV-A2 TSWV-A5 TSWV-A7 TSWV-A10 TSWV-A14 TSWV-A24 
TSWV-A2  100 100 100 100 100 
TSWV-A5 99.4  100 100 100 100 
TSWV-A7 99,7 99,4  100 100 100 
TSWV-A10 99,7 99,4 100  100 100 
TSWV-A14 99,7 98,4 100 100  100 
TSWV-A24 99,9 99,5 99,9 99,9 99,9  
 
 
 
  
Aislamiento # Clones 
Tamaño del 
fragmento 
amplificado (ORF N) 
en pb  
N° aa  
% identidad 
entre clones (a) 
TSWV-A2 2-1 y 2-4 777 258 100 
TSWV-A5 5-1 y 5-4 777 258 100 
TSWV-A7 7-1 y 7-3 777 258 100 
TSWV-A10 10-1 y 10-2 777 258 100 
TSWV-A14 14-1 Y 14-2 777 258 100 
TSWV-A24 24-1 y 24-2 777 258 100 
Tabla 3: Diversidad del gen N entre aislamientos de TSWV provenientes de plantas de pimiento del CHP. 
Porcentaje de identidad de las secuencias nucleotídicas (parte inferior de la diagonal) y aminoacídicas de la 
proteína N (parte superior de la diagonal), entre los aislamientos en estudio. 
 
Tabla 2: Aislamientos de TSWV, datos de los clones del gen N secuenciados. (a) % 
identidad de la secuencia aminoacídica de la proteína N entre los dos clones indicados.  
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Por lo tanto de este análisis surge que las secuencias nucleotídicas del gen N de 
los aislamientos TSWV-A7, TSWV-A10, TSWV-A14 son idénticas, mientras que las 
secuencias nucleotídicas de los aislamientos TSWV-A2, TSWV-A5 y TSWV-A24, 
presentan variaciones, pero la secuencia aminoacídica de la proteína N de los 6 
aislamientos es idéntica. 
 
Dewey et al, (1996) describieron 5 aislamientos de TSWV, LP941, LP2, LP87,  
LP940  y ER30, de los cuales los primeros 4 pertenecen al CHP. La secuencia disponible 
de estos aislamientos se limita a un fragmento de 290 pb correspondiente al extremo 3’ 
de la proteína N (fragmento N-terminal). Utilizando dichas secuencias, se determinó el 
porcentaje de identidad nucleotídica y la variabilidad entre éstos aislamientos y los 
encontrados entre los años 2011-2014. Para eso, se realizaron alineamientos múltiples 
y se calcularon las distancias genéticas, encontrando que los 6 aislamientos RB en 
estudio resultaron 99,7% idénticos a los aislamientos LP941, ER30, LP87 y LP940 y un 
99,6% idénticos al aislamiento LP2. 
 
 
2.2.2. Análisis filogenético entre aislamientos 
 
A. Entre aislamientos argentinos 
 
Con el objeto de conocer las relaciones evolutivas entre los aislamientos 
provenientes de plantas de pimiento del CHP y aislamientos argentinos previamente 
estudiados por Dewey et al. (1996), se construyó un árbol filogenético partiendo de 
secuencias nucleotídicas correspondientes al fragmento N-terminal de la proteína N. La 
secuencia del fragmento N-terminal de todos los aislamientos caracterizados en este 
trabajo de Tesis, es idéntica. Se realizó el alinemiento de secuencias y se construyó un 
árbol filogenético aplicando el modelo de Tamura Nei (1993) con tasas de distribución 
gamma: TN93 + G. La Figura 6 indica que los aislamientos estudiados por Dewey se 
agrupan formando un clado, apartándose de los aislamientos actuales. A pesar de que 
este análisis es limitado, debido a que fue realizado en base a un pequeño fragmento 
(290 pb) de la proteína N, y no de la proteína completa, los resultados sugieren que la 
población viral actual ha evolucionado a partir de una población ancestral diferente a la 
de los aislamientos descriptos por Dewey et al., en 1996.  
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B. Entre aislamientos argentinos y de otros países 
 
Se evaluaron las relaciones evolutivas existentes entre los aislamientos de 
TSWV del CHP y aislamientos de otros países, utilizando las secuencias nucleotídicas 
correspondientes a la proteína N completa de 76 aislamientos de otros países 
disponibles en el GenBank. Para establecer las relaciones de parentesco entre los 
aislamientos de TSWV, se utilizó como outgroup, secuencias de la especies GRSV y 
TCSV (Dewey et al., 1996). El modelo de sustitución seleccionado fue el modelo general 
de tiempo reversible, con tasas con distribución gamma y proporción de sitios invariable: 
GTR + G + I.  
  
Figura 6: Análisis filogenético molecular del gen N por el método de máxima verosimilitud. Árbol filogenético 
construido con Mega V6 a partir de secuencias nucleotídicas del gen N de los 6 aislamientos provenientes de 
plantas de pimiento del CHP y aislamientos argentinos LP941, ER30, LP87, LP940 y LP2 (Dewey et al., 1996). Se 
incluyó el aislamiento wild type BR01 (Brasil). La historia evolutiva se infirió con el método de máxima verosimilitud, 
utilizando el modelo de Tamura-Nei. El soporte de ramas se realizó con el método de bootstrapping (1000 réplicas). 
Sólo se muestran valores de soporte de ramas mayores al 45%.  
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En la Figura 7 se muestra el árbol de máxima verosimilitud, donde se observa 
que, con algunas excepciones, existen dos clados, uno que agrupa aislamientos 
mayoritariamente provenientes de Europa y América y otro, donde se ubican 
aislamientos de países asiáticos. Del mismo se infiere que los aislamientos provenientes 
de pimiento del CHP están evolutivamente relacionados con aislamientos del clado 
asiático: China y Corea del Sur. Además, los aislamientos del CHP se encuentran 
formando un grupo monofilético, indicando que provienen de la misma fuente, y que los 
mismos han evolucionado a partir de una población ancestral común.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 7: (ver las dos páginas siguientes). Análisis filogenético molecular del gen N por el método de máxima verosimilitud. Árbol filogenético 
construido con Mega V6 a partir de secuencias nucleotídicas del gen N de TSWV de los 6 aislamientos provenientes de plantas de pimiento del CHP y 
76 aislamientos anotados en  GenBank. Como outgroup se incluyeron aislamientos de GRSV y TCSV. La historia evolutiva se infirió con el método de 
máxima verosimilitud, utilizando el modelo GRT+G+I. El soporte de ramas se realizó con el método de bootstrapping (1000 réplicas). Se muestra el 
árbol completo (A) y para facilitar la visualización se colapsaron dos clados (color azul y violeta) y se muestra en detalle el clado en el que se ubican 
los aislamientos del CHP (B). 
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2.3. Análisis del gen NSs de aislamientos de TSWV que quiebran la 
resistencia en pimientos del CHP 
 
2.3.1. Análisis de secuencias del gen NSs 
 
Para estudiar la secuencia del gen NSs, factor Avr del gen Tsw, se clonaron los 
fragmentos correspondientes al ORF completo de la proteína NSs, mediante RT-PCR 
utilizando los primers específicos: TSWV-NSs-F2 y TSWV-NSs-Rev (cedidos por la Dra. 
M. M. Severo de Almeida, Brasilia, Brasil). Se partió de RNA total extraído de material 
de Datura stramonium infectada con los respectivos aislamientos. Se obtuvieron 
fragmentos del tamaño esperado (~1600pb), como se muestra en la Figura 8, que 
fueron clonados en el vector pGEM-T. De cada aislamiento se obtuvieron 5 clones, de 
los cuales 2 fueron secuenciados.  
 
 
 
 
 
 
Las secuencias se analizaron utilizando la herramienta BLAST, determinándose 
que todos los fragmentos secuenciados corresponden a la secuencia nucleotídica 
completa del gen NSs de TSWV. El tamaño del mismo resultó de 1404 pb (467 aa) para 
todos los aislamientos, coincidiendo con lo reportado por De Haan et al. (1990).  
Con las secuencias obtenidas se realizaron alineamientos utilizando el programa 
Clustal W. Se alinearon las secuencias nucleotídicas de los clones de cada uno de los 
aislamientos, determinándose que todos los pares de clones poseen secuencias  
idénticas, excepto para el aislamiento TSWV-24, que cuya identidad de secuencia 
aminoacídica entre clones fue del 99,6% (Tabla 4). Esto indica que TSWV-A24 podría 
ser más heterogéneo en el gen NSs que el resto de los aislamientos estudiados. En los  
Figura 8: Amplificación por RT-PCR  del fragmento correspondiente al ORF completo de la 
proteína NSs, en los aislamientos TSWV-A2, TSWV-A5, TSWV-A7, TSWV-A10, TSWV-A14 y TSWV-
A24.  
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estudios subsiguientes se utilizaron ambas secuencias del TSWV-A24, que se 
denominaron TSWV-A24-1 y TSWV-A24-2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para conocer la diversidad de secuencia del gen NSs entre los aislamientos en 
estudio, se realizó un alineamiento múltiple. Se encontró un elevado porcentaje de 
identidad nucleotídica, con un rango de 99,4% a 100%, y aminoacídica, con un rango 
de 99,1 a 100%, como se muestra en la Tabla 5. Se observa que los aislamientos 
TSWV-A2, TSWV-A7, TSWV-A10 y TSWV-A14 tienen 100% de identidad en la proteína 
NSs. Estos cuatro aislamientos fueron recolectados en diferentes años y sólo el TSWV-
A2 y el TSWV-A10 provienen de la misma localidad (Arana) (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
  
Aislamiento #Clones 
Nt del fragmento 
amplificado (ORF 
NSs) en pb   
N° aa   
% identidad 
entre clones (a) 
TSWV-A2 2-1 y 2-3 1404 467 100 
TSWV-A5 5-1 y 5-2 1404 467 100 
TSWV-A7 7-1 y 7-2 1404 467 100 
TSWV-A10 10-2 y 10-4 1404 467 100 
TSWV-A14 14-1 y 14-3 1404 467 100 
TSWV-A24 24-1 y 24-2 1404 467 99,6 
Tabla 4: Aislamientos de TSWV, datos de los clones del gen NSs secuenciados. (a) % identidad 
de la secuencia aminoacídica de la proteína NSs entre los dos clones indicados. 
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 TSWV-A10 TSWV-A14 TSWV-A7 TSWV-A2 TSWV-A24-1 TSWV-A5 TSWV-A24-2 
TSWV-A10  100 100 100 99,6 99,4 99,1 
TSWV-A14 99,9  100 100 99,6 99,4 99,1 
TSWV-A7 99,9 100  100 99,6 99,4 99,1 
TSWV-A2 99,8 99,9 99,9  99,6 99,4 99,1 
TSWV-A24-1 99,7 99,9 99,9 99,8  99,8 99,6 
TSWV-A5 99,6 99,8 99,8 99,7 99,9  99,8 
TSWV-A24-2 99,4 99,5 99,5 99,4 99,6 99,7  
 
 
 
 
 
Dado que los aislamientos TSWV-A2, TSWV-A7, TSWV-A10 y TSWV-A14 
tienen 100% de identidad en la proteína NSs, éstos se considerarán como único 
aislamiento denominado TSWV-A-CHP en los siguientes estudios. En los mismos, se 
incluirán también el TSWV-A5 y las variantes TSWV-A24-1 y TSWV-A24-2.  
 
Para identificar las posiciones aminoacídicas de la NSs en las que se diferencian 
los aislamientos, se realizó un alineamiento múltiple, que se muestra en la Figura 9. Se 
observa que los cambios aminoacídicos ocurren en las posiciones D64N, I79T, C390Y 
y S407T. 
De Ronde et al. (2014), identifican que los dominios S29/Y30, S74/Q75, 
Q113/G114, Y197/S198, N288/S289, N355/N356, L396/S397, S411/Y412 de la proteína 
NSs se conservan en los tospovirus del clado americano y que son importantes para 
funciones de supresión y Avr. Además determinan que el motivo GW/WG, ubicado en 
las posiciones 17 y 18 es esencial para un correcto funcionamiento de la actividad 
supresora de la NSs. Además, demuestran la importancia de los sitios de unión a RNA 
en las posiciones S48 y R211 para la función de supresión. Cuando estos aminoácidos 
son analizados en la NSs de los aislamientos del CHP, encontramos que todos 
conservan los dominios y motivos mencionados. 
  
Tabla 5: Diversidad del gen NSs entre aislamientos de TSWV de pimiento del CHP. Porcentaje de identidad de la secuencias 
nucleotídicas (parte inferior de la diagonal) y aminoacídicas (parte superior de la diagonal), de la proteína NSs entre los 
aislamientos en estudio. 
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Un dato importante desde el punto de vista de la resistencia, es que De Ronde 
et al. (2014) identifican un cambio aminoacídico en la posición I79T de la NSs entre dos 
aislamientos RI (Vir127 y Vir129) y dos aislamientos RB (Vir160 y Vir171), que estaría 
involucrado en la pérdida de la función Avr y supresora. Ellos observan que al revertir T 
por I en aislamientos RB (mutación direccionada), los mismos recuperan la función de 
supresión, pero no la función de Avr. Y que ésta última es recuperada cuando, además 
de revertir T por I en la posición 79, revierten P por S en la posición 48. Sin embargo, 
estos datos fueron obtenidos con sólo 4 aislamientos, por lo que podría no repetirse 
entre otros aislamientos. 
Por otro lado, Hedil et al. (2016), revelan que la sustitución aminoacídica en la 
posición S48P encontrada en un aislamiento RB (Vir 160), es la responsable de 
disminuir la capacidad de supresión sistémica.  
Figura 9: Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de la proteína NSs de los 6 aislamientos provenientes de plantas 
de pimiento del CHP.  Alineamiento realizado mediante Clustal W y editado con Jalview. En color azul se detallan los motivos 
conservados en las especies de tospovirus del clado americano: W17/G18, S29/Y30, S74/Q75, Q113/G114, Y197/S198, N288/S289, 
N355/N356, L396/S397, S411/Y412. Los motivos S48 y R211 (sitios de unión a RNA) se detallan en color verde y rojo 
respectivamente. Los motivos resaltados en las posiciones D64N, I79T, C390Y y S407T se corresponden a los cambios observados 
entre los aislamientos en estudio.  
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Como se observa en el alineamiento de la Figura 9, en la posición 79, los 
aislamientos TSWV-A-CHP, TSWV-A5 y el TSWV-A24-1 presentan T, pero en 
contraste, la variante TSWV-A24-2 presenta I; y todos los aislamientos del CHP 
presentan S en la posición 48.  
Frente a estos resultados y para corroborar si todos los RB reportados presentan 
T en la posición 79 de la proteína NSs, se realizó un nuevo alineamiento múltiple 
incluyendo todos los aislamientos cuyas secuencias completas estuvieran depositadas 
en el GenBank (24 aislamientos, de los cuales 18 ya fueron caracterizados como RB o 
RI) (Figura 10). Debido a que la secuencia de los aislamientos estudiados por De Ronde 
et al. (2014), no están disponibles, éstas no fueron incluidas. Se observa que todos los 
aislamientos reportados como RB presentan I en la posición 79, al igual que la variante 
TSWV-A24-2. Esto indicaría que la sustitución aminoacídica I79T no es condición 
necesaria, esto es, que caracterice a un aislamiento como RB. Más bien, este 
alineamiento no revela ningún patrón que se conserve entre todos los aislamientos RB. 
Esto se condice con lo encontrado por Tentchev et al., (2011), donde sugieren que el 
quiebre de la resistencia ocurre por sustituciones en múltiples y diferentes posiciones 
de la proteína NSs. 
 
Por otro lado, cuando analizamos otras regiones de la proteína NSs, se 
encuentra que los aislamientos de TSWV del CHP presentan sustituciones en las 
posiciones K13, P40, V172, C198, Q310 y S450, como en los aislamientos TSWV4 (RI) 
y TSWV7 (RI) de Corea del Sur, y France81 (RB) y SO46 (RB) de Francia. Sin embargo, 
estas variaciones, no estarían asociadas a la capacidad de quebrar la resistencia. 
 
                     
 
 
Figura 10: (Ver las dos páginas siguientes). Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de la proteína NSs de los 6 
aislamientos provenientes de plantas de pimiento del CHP y aislamientos RB y RI reportados.  Alineamiento realizado mediante 
Clustal W y editado con Jalview. En color se detalla la posición 79 y las sustituciones aminoacídicas que los aislamientos del CHP 
tienen en común con los aislamientos de Francia y Corea del Sur. En los casos en los que se contó con información, se señala el 
fenotipo (RB o RI) al lado del nombre de cada aislamiento. 
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2.3.2. Análisis filogenético entre aislamientos 
 
Para evaluar las relaciones evolutivas entre los aislamientos de TSWV del CHP 
y 42 aislamientos de otros países anotados en el GenBank, se realizó un análisis 
filogenético basado en la secuencia nucleotídica completa de la proteína NSs. Para 
establecer las relaciones de parentesco entre los aislamientos de TSWV, se utilizó como 
outgroup, secuencias de la especies GRSV y TCSV (Dewey et al., 1996). El modelo de 
sustitución seleccionado fue el modelo general de tiempo reversible, con tasas con 
distribución gamma y proporción de sitios invariable: GTR + G + I. Dado que los 
aislamientos TSWV-A7 y TSWV-A14 presentaron secuencias idénticas en el gen N, en 
estos análisis se consideró como una sola, denominándose TSWV-A714. 
En la Figura 11 se muestra el árbol generado, donde se observa que los 
aislamientos de TSWV de pimiento del CHP se ubicaron formando un grupo 
monofilético, con una estabilidad de 98%, y están filogenéticamente relacionados con 
aislamientos de China y Corea del Sur. Dentro de estos, los más relacionados, son 
‘TSWV-7’ (Corea del Sur) y ‘TSWVYN’ (China), los cuales también son los más cercanos 
cuando se analiza el árbol construido en base a secuencias de la N (Figura. 7). 
Por otro lado, los clados formados por los aislamientos analizados contienen 
tanto aislamientos RI como RB, es decir, no se agrupan de acuerdo al fenotipo. Esto se 
condice con lo reportado por Tentchev et al. (2011), en donde sugieren que los 
aislamientos RB surgen por procesos evolutivos independientes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: (ver página siguiente). Análisis filogenético molecular del gen NSs por el método de máxima verosimilitud. Árbol 
filogenético construido con Mega V6 a partir de secuencias nucleotídicas del gen NSs de los 6 aislamientos provenientes de 
plantas de pimiento del CHP y aislamientos obtenidos del GenBank. La historia evolutiva se infirió con el método de máxima 
verosimilitud, utilizando el modelo GRT+G. El soporte de ramas se realizó con el método de bootstrapping (1000 réplicas). Sólo 
se muestran valores de soporte de ramas mayores al 50%. En los casos en los que se contó con información, se señala el fenotipo 
(RB o RI) al lado del nombre de cada aislamiento. Para su mejor visualización, los aislamientos RB se señalan con un asterisco. 
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3. Caracterización biológica 
  
Se propuso evaluar las características biológicas y fenotípicas de dos 
aislamientos de manera de conocer su rango de hospedantes y su comportamiento 
frente a cultivares de pimiento y tomate portadores de los genes de resistencia Tsw y 
Sw-5b, respectivamente. Siendo la proteína NSs el factor Avr en pimiento, y viendo que 
los aislamientos TSWV-A2, TSWV-A7, TSWV-A10 y TSWV-A14 son idénticos en esta 
proteína, los cuatro fueron considerados iguales, tomándose el aislamiento TSWV-A2 
como representativo de este grupo. Además, se tomó el aislamiento TSWV-A24, que 
presenta dos variantes en la proteína NSs (I79 y T79). El aislamiento TSWV-A5 no fue 
caracterizado.  
 
3.1. Determinación del rango de hospedantes de los aislamientos TSWV-
A2 y TSWV-A24 
 
Para evaluar el rango de hospedantes se utilizaron las especies Chenopodium quinoa, 
Nicotiana tabacum cv. NN, Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, Nicotiana 
rustica, Cucumis sativus, Solanum lycopersicum, Vignia ungiculata, Gomphrena 
globosa, Zinnia elegans, Emilia sonchifolia, Lactuca sativa y Datura stramonium, (De 
Ávila, 1992). 
Se inocularon mecánicamente 10 plantas de cada especie, utilizando un extracto 
crudo obtenido de la molienda de tejido foliar de Datura stramonium infectado con 
TSWV-A2 y TSWV-A24 (de acuerdo al protocolo de de Ávila et al., 1993, Mat. y Mét.). 
La infección se corroboró mediante RT-PCR  con primers Dew1 y Dew 2, dando positivo 
para todas las especies (datos no mostrados). Como se muestra en la Figura 12, ambos 
aislamientos fueron capaces de infectar y producir sintomatología típica de peste negra 
en todas las especies analizadas, y al mismo tiempo (~7dpi). Un dato interesante es que 
estos aislamientos son capaces de infectar tomate no portadores del gen Sw-5b (tomate 
Sw-5b-), característica que se discutirá en la sección 3.3. 
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Figura 12. Síntomas causados por los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 en algunas de las especies estudiadas, 
bajo condiciones de laboratorio. A) Datura stramonium, B) Nicotiana benthamiana, C) Nicotiana tabacum, D) 
Cucumis sativus, E) Lycopersium esculentum cv Kada (Sw-5b-), F) (ver página siguiente) Lactuca sativa, G) Nicotiana 
rústica, H) Nicotiana glutinosa. 
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La Tabla 6 describe los síntomas observados en uno de dos ensayos realizados 
para cada aislamiento y hospedante. Estos se condicen con los reportados por Roggero 
et al. (2002); Sharman et al. (2006) y Aramburu et al. (2010), donde indican que los 
aislamientos RB se comportan, en estos hospedantes experimentales, fenotípicamente 
igual que los aislamientos RI.  
 
 
 
Hospedante 
                         TSWV-A2                     TSWV-A24  
Síntomas 
locales  
Síntomas 
sistémicos  
Incidencia Síntomas 
locales  
Síntomas 
sistémicos  
Incidencia 
Chenopodiaceae            
Chenopodium quinoa  MC -  7/10 MC -  8/10 
Cucurbitaceae             
Cucumis sativus  MC -  6/10 MC -  6/10 
Fabaceae            
Vigna unguiculata  M MC 6/10 M MC 7/10 
Solanaceae            
Datura stramonium   - M,N,D, AC 9/10  - M,N,D, AC 10/10 
Solanum lycopersicum cv Kada  -  M, N, E 7/10 -  M, N 6/10 
Nicotiana benthamiana   - E, M,N 8/10  - E, M,N 8/10 
Nicotiana rustica  MC, N, AN M 5/10 MC,N,AC M 6/10 
Nicotiana tabacum TNN  MN -  9/10 MN -  10/10 
Nicotiana glutinosa AN, N M,N 8/10 AN, N M,N 7/10 
Compositaceae        
Lactuca sativa  -  AN, N 8/10 -  AN, N 8/10 
Emilia sonchifolia  MN M 5/10 MN M 5/10 
Zinnia elegans -  M 6/10 -  M 9/10 
Gomphrena globosa  MN -  7/10 MN -  7/10 
 
 
  
Tabla 6. Síntomas en hospedantes experimentales, causados por los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24. Síntomas: M: 
mosaico, N: necrosis, C: clorosis, AC: anillos concéntricos, AN: anillos necróticos, DH: deformación hojas, E: enanismo, MC: 
manchas cloróticas, MN: manchas necróticas.   
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3.2. Comportamiento biológico de los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 
en cultivares de pimiento Tsw+ y Tsw-. 
 
Para estos ensayos se utilizaron los cultivares comerciales de pimiento Almuden 
y Platero (ambos Tsw+) que son, entre varios, cultivares muy utilizados en el cultivo de 
pimiento, y el cultivar Margarita (Tsw-), que ha dejado de cultivarse en el CHP por no 
tener el gen Tsw. Se realizaron tres ensayos, en los que se inocularon 15 plantas de 
cada cultivar y con cada aislamiento. Como control negativo (mock) se inocularon 5 
plantas con buffer de inoculación. Las inoculaciones se realizaron mecánicamente, y las 
plantas se mantuvieron en invernáculo, bajo condiciones de luz natural y control de 
temperatura (24°C). Se tomó la precaución de realizar los experimentos con plantas en 
estadío de más de cuatro hojas totalmente expandidas y crecidas a temperaturas 
inferiores a 32°C (24°C), que son las condiciones bajo las cuales se garantiza la 
funcionalidad del gen Tsw (Roggero et al., 1996; Moury et al., 1998; Soler et al., 2009; 
De Ronde et al., 2013). 
Las plantas fueron observadas cada 5 días, a partir de la inoculación (dpi) y 
durante 45 días, confirmándose la infección mediante RT-PCR (gen N). Se registró el 
número de plantas infectadas sobre el total de plantas inoculadas, determinándose la 
incidencia.  
En la Figura 13, se muestran los síntomas que presentaron los 3 cultivares 
cuando se infectaron con TSWV-A2 y TSWV-A24. Se observa que las plantas 
presentaron anillos cloróticos que coalescen, de distribución irregular entre las dos 
mitades de la lámina de la hoja; moteado clorótico; mosaico; círculos concéntricos 
cloróticos; mosaico con bordes rectos, de diferentes tonos de verde, formando un patrón 
con forma de hoja (de roble americano) y líneas cloróticas sobre lámina verde o verdes 
sobre lámina clorótica que hacen dibujos, perceptibles como una filigrana.  
Estos resultados confirman la capacidad de los mismos de quebrar la resistencia 
en pimiento, es decir, los dos aislamientos presentan un fenotipo RB. Además, son 
capaces de infectar el cultivar Margarita, que no lleva el gen Tsw, lo que sugiere que, la 
adaptación de los aislamientos RB al pimiento Tsw+, no parece haber afectado la 
capacidad de infectar pimientos Tsw-. 
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El progreso de la enfermedad (incidencia vs tiempo) de cada cultivar infectado 
con los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24, se muestra en la Figura 14. Los síntomas 
comienzan a observarse a partir de los 15 dpi, en todos los cultivares, alcanzando el 
máximo de incidencia entre los 30 y 40 dpi. Los datos sometidos a ANOVA, indicaron 
que no se observan diferencias significativas (p>0,05) entre la incidencia de ambos 
aislamientos en Almuden, Margarita y Platero, la cual fue de 90% a los 40 dpi. Sólo el 
cultivar Platero (Tsw+) inoculado con el aislamiento TSWV-A24, presentó una menor 
incidencia (80%) en uno de los ensayos, dando una desviación algo mayor que en los 
cultivares Almuden y Margarita (Figura 14-B). El 20% de las plantas asintomáticas del 
cultivar Platero fueron analizadas por RT-PCR (gen N) a los 40 dpi, confirmando que no 
estaban infectadas con TSWV. 
 
Figura 13: Evaluación del comportamiento de los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 en cultivares de pimiento Tsw+ y Tsw-. Se 
muestra la sintomatología que presentan los tres cultivares de pimiento;  Almuden (Tsw+) (A), Margarita  (Tsw-) (B), y Platero (Tsw+)  (C) 
y sus respectivos mocks.  
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Figura 14. Progreso de la enfermedad en cultivares Almuden (A), Platero (B) y Margarita (C), inoculados 
con los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24. Los valores de incidencia (% plantas infectadas/total) 
corresponden a la media de los tres ensayos, con su correspondiente desviación estándar (barras de error) 
Los gráficos y cálculos se realizaron con el software GraphpadPrism 6. 
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Con el fin de comparar el comportamiento de cada aislamiento en los 3 
cultivares, en la Figura 15, se analizaron mediante ANOVA las incidencias por 
aislamiento, en los ensayos mencionados. Se observa que no existen diferencias 
significativas (p>0,05) en el comportamient de un mismo aislamiento entre los cultivares 
ensayados. 
Estos resultados indican que ambos aislamientos se comportan fenotípicamente 
igual en pimientos Tsw+ (Almuden y Platero) que en pimiento Tsw- (Margarita).  
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Progreso de la enfermedad en cultivares de pimiento inoculados con los aislamientos 
TSWV-A2 (A) y TSWV-A24 (B). Los valores de incidencia (% plantas infectadas/total) corresponden 
a la media de los los tres ensayos, con su correspondiente desviación estándar (barras de error). 
Los gráficos y cálculos se realizaron con el software GraphpadPrism 6. 
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En un cuarto ensayo, sólo se determina la incidencia del aislamiento TSWV-A2, 
en los mismos 3 cultivares a los 25 dpi, que es el tiempo al cual la manifestación de 
síntomas llega a un plateau. Utilizando estos datos, más los resultados obtenidos de los 
3 ensayos anteriores, se compararon las medias mediante un test de Student. En 
la Figura 16 se muestran los valores de la media de la incidencia observada en los tres 
cultivares inoculados con TSWV-A2 a los 25 dpi en los 4 ensayos. Se observa que no 
existen diferencias significativas entre los 3 cultivares, bajo condiciones de invernáculo. 
Además, podemos decir que el cultivar Platero presenta una incidencia con una 
desviación algo mayor, que los demás cultivares. 
 
 
 
 
 
Es de destacar, que en todos los ensayos hasta ahora realizados, y con muchas 
otras muestras que han sido analizadas en el laboratorio, como parte de servicios a 
productores (no mostradas en esta tesis), siempre se ha encontrado una correlación 
entre la presencia de TSWV (por RT-PCR y DAS-ELISA) y la manifestación de síntomas. 
Es decir, una vez que la planta manifiesta los síntomas de peste negra, las técnicas 
serológicas y RT-PCR a tiempo final siempre han confirmado la presencia del virus. Por 
otro lado, y como se verá en el Cap. 2, se puede determinar la presencia de TSWV a 
los 5 y 10 dpi por la técnica de RT-qPCR en tejido asintomático que, a los 15 dpi, 
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Figura 16. Incidencia del aislamiento TSWV-A2 en cultivares Almuden, Margarita y Platero. Se grafica 
la media de los 4 ensayos, a los 25 dpi, con la correspondiente desviación estándar (barras de error). 
Gráfico y análisis realizados con GraphPad-Prism6. 
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manifestó los síntomas de peste negra. En nuestra experiencia, muestras de pimientos 
con síntomas característicos de peste negra, nunca han resultado negativas para TSWV 
por estas técnicas. 
  
3.3. Comportamiento biológico de los aislamientos RB de TSWV 
provenientes de pimientos del CHP en plantas de cultivares de tomate 
Sw-5b- y Sw-5b+. 
 
Para determinar si los aislamientos RB de pimiento son capaces de infectar 
cultivares de tomate portadores o no del gen de resistencia Sw-5b, se llevaron a cabo 
dos ensayos, con los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 y los cultivares Quality (Sw-
5b+) y Wolverine (Sw-5b-). Para esto, se inocularon mecánicamente 10 plantas de cada 
cultivar, y como mock se inocularon con buffer de inoculación 2 plantas de cada cultivar. 
Las plantas se mantuvieron en invernáculo bajo las mismas condiciones que las 
detalladas para los ensayos con las variedades de pimiento. Se evaluó la incidencia en 
ambos cultivares durante 40 dpi, realizando las observaciones cada 5 días. La infección 
de TSWV se confirmó mediante RT-PCR (Dewey et al., 1996). 
Los resultados de estos ensayos se muestran en la Figura 17, donde se observa 
el progreso de la enfermedad (gráfico de ‘incidencia vs tiempo’). Del mismo se 
desprende que, los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 infectaron plantas del cultivar 
Wolverine, con una incidencia del 90% a los 40 dpi, produciendo la sintomatología 
característica de peste negra. En contraste, ninguno de los aislamientos tuvo la 
capacidad de infectar tomate Quality, portador del gen Sw-5b. En base a estos 
resultados, podríamos decir que, en la población de TSWV del CHP, no han emergido 
virus capaces de quebrar la resistencia que ejerce el gen Sw-5b en tomate.  
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Figura 17. Progreso de la enfermedad en cultivares de tomate inoculados con los aislamientos TSWV-A2 (A) y TSWV-
A24 (B). Los valores de incidencia (% plantas infectadas/total) corresponden a la media de los dos ensayos. Se muestran 
las desviaciones estándar correspondientes (barras de error). Los gráficos y cálculos se realizaron con el software 
GraphpadPrism 6. 
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Conclusiones 
 
 
• Se estableció una colección de aislamientos de TSWV provenientes de plantas 
de pimiento que portan el gen Tsw del CHP. 
• TSWV es la única especie de tospovirus detectada en las plantas de pimientos 
del CHP portadoras del gen Tsw.  
• No se encontraron reasociaciones con la especie TCSV, y seria poco probable 
reasociaciones de TSWV con el segmento M de GRSV. 
• Se obtuvieron las secuencias nucleotídicas completas de los genes N y NSs, de 
6 aislamientos provenientes de plantas de pimiento del CHP que portan el gen 
Tsw.  
• Los aislamientos del CHP tienen las mayores relaciones filogenéticas con 
aislamientos provenientes de China y Corea del Sur. 
• Los aislamientos del CHP forman un grupo monofilético, lo que indica que 
evolucionaron a partir de la misma población ancestral. 
• La proteína NSs de los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de 
pimiento del CHP conserva los motivos comunes a las especies de tospovirus 
del clado americano. 
• El aislamiento TSWV-A24 está compuesto por al menos dos variantes: TSWV-
A24-1 y TSWV-A24-2, que difieren en la posición 79 de la proteína NSs (I79T).  
• No se observa un patrón de sustituciones aminoacídica de la proteína NSs que 
se conserve entre todos los aislamientos RB anotados en el GenBank. 
• Los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 son fenotípicamente de tipo RB, es 
decir, son capaces de quebrar la resistencia mediada por el gen Tsw. 
• Los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 presentan un rango de hospedantes 
indistinguible de aquellos que no quiebran la resistencia en pimiento Tsw+. 
• Los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 infectan indistintamente tanto 
pimientos Tsw+ como Tsw- y no difieren entre sí respecto a su comportamiento 
frente a los cultivares Almuden, Platero y Margarita. 
• Los aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 infectan tomate Wolverine (Sw-5b-), no 
siendo capaces de infectar Quality, portador del gen Sw-5b. 
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Discusión y perspectivas 
 
A partir de los años ‘90, se llevaron a cabo diversos estudios que permitieron 
determinar las especies de tospovirus presentes en el país (Dewey et al., 1996; Dal Bó 
et al., 1999; Gracia et al., 1999). El trabajo más reciente se realizó por Williams y 
colaboradores (2011), en el cual estudian la distribución geográfica e incidencia de las 
especies de tospovirus en tomate, en distintas provincias del país, pero sin incluir el 
CHP. Por lo tanto, la información disponible sobre el patosistema actual tospovirus-
pimiento es escasa, a pesar de ser una enfermedad que impacta fuertemente en la 
horticultura y floricultura del país.  
En la última década, se desarrollaron variedades resistentes, pero ya en 2008, 
Calvo y col. reportaron la aparición de aislamientos de TSWV infectando severamente 
cultivos de pimiento Tsw+ en establecimientos del CHP, y más tarde, mediante técnicas 
serológicas también se vuelve a detectar TSWV en cultivares Almuden, Platero, Bilano 
y Yatasto, todos Tsw+ (Ferrand et al., 2011).  
Los resultados obtenidos en este trabajo, muestran que la única especie de 
tospovirus presente en plantas de pimiento del CHP es TSWV, lo que se condice con lo 
reportado por Calvo et al., (2008) y Ferrand et al., (2011).  
Cuando se analiza la presencia de reasociaciones en los aislamientos de 
pimiento, no se encuentra la especie TCSV ni los segmentos S y L de GRSV. Webster 
et al. (2011), no encontraron, en aislamientos de campo, en los que co-existan 
segmentos M (u otros) de especies diferentes de tospovirus. En base a esta experiencia, 
podríamos especular que sería poco probable que coexistan TSWV y GRSV en el CHP, 
pero esto será corroborado una vez optimizada la detección del segmento M de GRSV. 
Por lo tanto, por el momento, podemos sugerir que los 6 aislamientos serían 
aislamientos puros de TSWV. Ademas, creemos necesario realizar clones biológicos de 
los aislamientos y estudiar la presencia de reasociaciones en cada clon, esto es, 
determinar que se trata de combinaciones de segmentos pertenecientes a la misma 
particula viral.  
Si bien se han realizado análisis filogenéticos con sólo un fragmento de 290pb 
de la proteína N, los resultados sugieren que los aislamientos actuales han evolucionado 
a partir de una población ancestral diferente de aquellos aislamientos caracterizados por 
Dewey, 20 años atrás.  
Los aislamientos del CHP son capaces de infectar pimientos portadores del gen 
de resistencia, sin que se detecten infecciones mixtas con otros tospovirus, ni con virus 
de otros géneros que han sido encontrados en este cultivo. Esto muestra que la 
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capacidad de sobrepasar la resistencia del gen Tsw en estos aislamientos, no estaría 
dada por un efecto sinérgico entre virus diferentes (García-Cano et al., 2006; Syler et 
al., 2012). Además, estos aislamientos se comportaron fenotípicamente igual que 
aislamientos RB encontrados en otros países (Roggero et al. 2002; Sharman et al., 
2006; Aramburu et al., 2010) tanto en su capacidad de infectar cultivares Tsw+ y Tsw-, 
como también en su rango de hospedantes, lo que explicaría su supervivencia y 
permanencia en el campo. En esta caracterización también encontramos que los 
aislamientos TSWV-A2 y TSWV-A24 no infectaron tomate Quality, portador del gen Sw-
5b. Si bien hemos estudiado el comportamiento sólo en esa variedad Sw-5b+, este dato 
sugiere que ambos aislamientos son del tipo RI ante plantas de tomate Sw-5b+. Para 
completar, y como perspectiva de este trabajo, será importante determinar la secuencia 
de la proteína NSm de estos aislamientos, ya que es el factor Avr del Sw-5b (Peiró et 
al., 2014; Hallwass et al., 2014). Esto permitirá determinar las sustituciones 
aminoacídicas y así asociarlas al quiebre de la resistencia en tomate mediada por el Sw-
5b (López et al., 2010). 
El análisis filogenético molecular con aislamientos de todo el mundo reveló que 
los aislamientos del CHP están evolutivamente relacionados con aislamientos 
originarios de China y Corea del Sur. Si bien, no se importan plantines de pimiento y 
tomate de estos países, el sector florícola del CHP ingresa al país material vegetal de 
propagación agámica de especies ornamentales que podría haber estado infectado con 
TSWV y ser la fuente de los aislamientos encontrados en pimiento.  
Cuando analizamos la secuencia aminoacídica de la proteína N de los 6 
aislamientos RB del CHP encontramos 100% de identidad, lo cual se condice con lo 
reportado por Tentchev et al. (2011), que muestran que los cambios aminoacídicos en 
la proteína N son deletéreos para el virus, y por ende es muy conservada. 
De acuerdo a lo reportado por De Ronde et al. (2014), los aislamientos RB 
presentan T en la posición 79 de la proteína NSs, lo que baja su capacidad de supresión, 
pero también, altera la función Avr lo suficiente para quebrar la resistencia. Sin embargo, 
la posición 79 no es la única a tener en cuenta. La función Avr depende además, de la 
presencia de una S en la posición 48. Hedil et al. (2016) encuentran que la sustitución 
aminoacídica S48P encontrada en un aislamiento RB, también disminuye la capacidad 
de supresión sistémica. En las dos variantes TSWV-A24-1 y TSWV-A24-2, la proteína 
NSs posee S48, por lo que la función de supresión sistémica no estaría afectada. En la 
posición 79, TSWV-A24-1 tiene T y TSWV-A24-2 tiene I, las cuales corresponderían a 
aislamientos RB y RI respectivamente. Esto podría interpretarse, en principio, como que 
el TSWV-A24 fuera un aislamiento formado por variantes RI y RB. En este sentido, se 
ha reportado recientemente un caso de infección mixta de variantes RI y RB en pimiento 
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(Aramburu et al., 2015), la cual resulta en un efecto sinérgico para el aislamiento RI, que 
le confiere mayor capacidad para moverse y replicarse en la planta, y del RB que escapa 
al mecanismo de resistencia conferido por el gen Tsw+. Es muy interesante la 
sintomatología causada por esta infección mixta, que se caracteriza por necrosis 
sistémica (el virus puede moverse a toda la planta), pero al mismo tiempo presenta una 
constante reacción de HR. Este síntoma no lo hemos observado en el aislamiento 
TSWV-A24, tanto a campo como en invernáculo, sino que se ha manifestado con 
síntomas de tipo cloróticos, característico de un aislamiento RB, por lo que no apoyaría 
la hipótesis de una infección mixta RB/RI. Cuando observamos el alineamiento  de 
secuencias de los aislamientos del CHP y de otros RB depositados en el GenBank, nos 
encontramos con que no todos los RB presentan la sustitución I79T. Por estas razones, 
también podemos especular que la heterogeneidad del aislamiento TSWV-A24, no se 
trataría de un caso de infección mixta RB/RI. Para confirmarlo y como perspectiva, sería 
conveniente secuenciar un mayor número de clones y realizar clones biológicos (a partir 
de lesiones únicas) y evaluar su comportamiento en pimientos Tsw+ y Tsw-. Por otro 
lado, también sería interesante realizar ensayos para evaluar la capacidad de supresión 
a nivel local y sistémico de la proteína NSs de éste aislamiento. 
Los resultados obtenidos en este Capítulo, aportan información básica de la 
situación actual del patosistema tospovirus-pimiento en el CHP, lo cual representa un 
pre-requisito fundamental para la búsqueda de estrategias de control más eficientes. 
Aun así, sería importante ampliar este trabajo con un mayor número de aislamientos del 
CHP y a otras zonas hortícolas y florícolas importantes del país. 
Por último, debemos estar atentos para un futuro relevamiento en las zonas 
hortiflorícolas del país, de todas las especies de tospovirus reportadas en los últimos 
años, principalmente de las que pudieran estar afectando pimientos en Argentina, como 
es el caso del Pepper necrotic spot virus (PNSV), detectado en Perú (Torres et al., 2012). 
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Introducción 
 
La ocurrencia y propagación de una determinada variante de TSWV en el campo 
depende de su rango de hospedantes, el manejo del cultivo, la presión de inóculo, las 
preferencias del vector y de su fitness. Por lo tanto, es importante conocer cada uno de 
estos factores que influyen en la epidemiología de TSWV, y específicamente en el CHP. 
Como se mencionó en la Introducción general, la eficacia biológica, fitness, de un virus 
está condicionado por el hospedante. Por ejemplo, el fitness será más alto para una 
población viral que adquiere la capacidad de quebrar la resistencia de un hospedante, 
que para aquella población que no logra infectar la planta resistente. Sin embargo, esta 
adaptación puede significar un fitness más bajo en otro hospedante (costo biológico), 
como por ejemplo en uno no portador del gen de resistencia. Esta pérdida o aumento 
del fitness podría asociarse a que las mutaciones que le confieren la capacidad de 
quebrar la resistencia, podrían afectar otras funciones. Esto se debe al pequeño tamaño 
de los genomas virales, por lo que, se ven afectados al ocurrir cambios en unos pocos 
nucleótidos (Peiró et al, 2014). En este sentido, y dado que los aislamientos RB de 
pimiento poseen mutaciones en la NSs que le confieren la capacidad de infectar 
cultivares Tsw+, el fitness de este RB podría verse afectado cuando infecta un cultivar 
Tsw-. Además, estas mutaciones afectan la función supresora (De Ronde et al., 2014), 
factor importante que podría influir en la acumulación viral y en la eficiencia del virus 
para infectar la planta. 
Existen varios estudios donde se ha evaluado el fitness de aislamientos RB de TSWV 
capaces de quebrar la resistencia en pimiento y en tomate. Aramburu et al. (2010), 
estudiando aislamientos RB de tomate, determinan que los mismos no pierden el fitness 
respecto a un aislamiento RI en hospedantes susceptibles. Estos resultados se condicen 
con lo publicado por Latham y Jones (1998) y Carroll y Jones (2002). En estos trabajos, 
el fitness de aislamientos RB y RI fue determinado mediante experimentos biológicos, 
realizando ensayos de homogeneidad (confirmando la capacidad de quebrar la 
resistencia mediante inoculación mecánica de hospedantes resistentes), estabilidad 
(capacidad de quebrar la resistencia luego de pasajes seriados de RB en cultivares no 
resistentes), y ensayos de competencia (supervivencia de RB en infecciones mixtas con 
RI). Mediante estos ensayos, los autores concluyen que los aislamientos RB son 
estables y competitivos, pero no analizan si existe variación de la acumulación viral de 
los RB en hospedantes portadores o no de los genes de resistencia.  
Los aislamientos RB de pimiento del CHP se detectaron hace 13 años (Calvo et al., 
2008) y continúan afectando al cultivo portador del Tsw actualmente. Por lo tanto, surgen 
interrogantes interesantes, como conocer qué ocurriría si se dejaran de cultivar 
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variedades de pimiento resistentes para cultivarse variedades Tsw-. ¿Disminuiría el 
fitness del virus en pimientos Tsw-? Responder este interrogante permitiría inferir si los 
cultivares Tsw- tendrían un mejor comportamiento que los Tsw+, frente a estos 
aislamientos RB. 
Por ello, se decidió determinar el fitness del aislamiento TSWV-A2, como representativo 
de la población existente en el CHP, en cultivares de pimiento Tsw+ y Tsw-. Se espera 
determinar si la superación de la resistencia supone un costo en la acumulación del 
aislamiento RB y por lo tanto, en su eficacia biológica en plantas Tsw-. 
Para estos ensayos se aplicó una técnica cuantitativa para determinar la carga viral en 
cada hospedante a diferentes tiempos. Se optimizó un protocolo de RT-qPCR, que 
además de medir la carga viral, será aplicado al diagnóstico de TSWV por su 
sensibilidad y especificidad. 
 
Por lo tanto, en este Capítulo, se plantea la siguiente hipótesis y objetivos: 
 
 
Hipótesis 
 
Los aislamientos RB de plantas de pimiento del CHP tienen mayor fitness en pimientos 
Tsw+ que en pimientos Tsw-. 
 
Objetivos 
 
a. Diseño y optimización de un protocolo de RT-qPCR que permita cuantificar la 
acumulación viral. 
b. Determinación del fitness del aislamiento TSWV-A2 en pimientos Tsw+ y Tsw-. 
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Resultados 
 
1. Diseño y optimización de la RT-qPCR 
 
La RT-PCR cuantitativa o RT-qPCR es la técnica más utilizada y sensible para detectar 
y cuantificar la presencia de fragmentos de RNA viral (Taylor et al., 2010), y es aplicada 
en numerosos tests para diagnóstico. Sus ventajas radican en alta sensibilidad, 
especificidad y reproducibilidad cuando se cuantifica la acumulación de virus o carga 
viral que lleva un tejido vegetal. Se han desarrollado diversos protocolos de RT-qPCR 
para detectar y cuantificar TSWV a partir de muestras tanto de plantas como de trips 
(Roberts et al., 2000; Boonham et al., 2001; Rotemberg et al., 2008; Debreczeni et al., 
2011). En nuestro caso, se diseñaron primers específicos para aislamientos del CHP, y 
se optimizó la técnica con un rango de detección que superara los límites del DAS-
ELISA, que ha sido la técnica más usada en nuestro laboratorio para muestras de campo 
del CHP. 
Se seleccionó el fragmento de RNA viral que se quiere amplificar, se diseñaron pares 
de primers específicos de ese fragmento, se seleccionaron genes de referencia 
adecuados para normalizar los datos, y se optimizó el protocolo. 
 
1.1. Diseño de primers 
 
Para el diseño de primers se seleccionó el gen N, partiendo de un alineamiento múltiple 
de secuencias de dicho gen, de los aislamientos del CHP y de otros disponibles. 
En la Figura 1 se muestra un esquema del gen N y el alineamiento múltiple de 
secuencias con los aislamientos del CHP. Se identificaron regiones conservadas y 
utilizando el programa Primer-Blast (NCBI), se diseñaron los primers Nreal1F, Nreal1R 
y Nreal2F, Nreal2R (Mat. y Mét., Tabla 1), de manera de amplificar un fragmento de 75-
200 pb y cuyo contenido de GC se encontrara entre 50 y 60% (Taylor et al., 2010).  
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Los primers se ensayaron por PCR a tiempo final, y de estos pares, el producto de PCR 
obtenido con los primers Nreal1F y Nreal1R mostró una banda de 183 pb, bien definida, 
que sólo estaba presente en las muestras infectadas con el aislamiento TSWV-A2 y sin 
observarse bandas adicionales inespecíficas ni amplificación en el control sano, como 
se observa en la Figura 2. 
 
 
 
  
Figura 1. Alineamiento de la región conservada del gen N seleccionado para la técnica de RT-qPCR. A) Esquema del 
gen N y ubicación de los primers seleccionados. B) Alineamiento múltiple de secuencias del gen N, en color se señalan 
las posiciones 257  (primer Nreal1F) y 420 (primer Nreal1R). 
 
 
Figura 2. Productos de PCR 
obtenidos con el par de 
primers Nreal1F y Nreal1R. 
Se observa un producto de 
183 pb en la dos muestras de 
pimiento infectadas con 
TSWV-A2 (+), no 
observándose amplificación 
en los controles sanos (-). 
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1.2. Selección de genes de referencia o housekeeping 
 
Un requisito esencial para la determinación cuantitativa de la RT-qPCR es contar con la 
amplificación de fragmentos de genes de referencia que permitan una correcta 
normalización (Bustin et al., 2009). Wan et al., (2011), evaluaron la estabilidad de 
expresión de 7 genes de referencia en pimiento, frente a distintos estreses, en distintos 
tejidos de la planta, en distintos estadíos fenológicos y ante distintos tratamientos 
hormonales. Los genes se evaluaron mediante tres algoritmos (geNorm, NormFinder y  
BestKeeper), por medio de los cuales se determinó que los genes Ubiquitina (Ubi-3), B-
tubulina (B-tubu) y Gliceraldehido -3- fosfato deshidrogenasa (GAPDH) son los más 
estables y óptimos para utilizarse como genes de referencia en pimiento. Además, Wang 
et al., (2013), optimizando un protocolo de silenciamiento génico inducido por Tobacco 
rattle virus en pimiento, y estudiando factores que afectan la eficiencia del mismo, 
cuantifican la abundancia relativa de ciertos genes en plantas de pimiento, 
seleccionando a la ubiquitina-3 como gen de referencia. 
En este trabajo, y en base a la experiencia para los genes de Capsicum mencionados, 
se seleccionaron los primers específicos de los genes mencionados: Ubi-3-For, Ubi-3-
Rev, GAPDH-For, GAPDH-Rev, B-tubu-For y B-tubu-Rev (Mat. y Mét., Tabla 1) y se 
ensayaron por PCR a tiempo final. Los productos de PCR obtenidos con el par Ubi-3 
mostraron una única banda definida del tamaño esperado (204 pb) (Figura 3), en los 
tres cultivares que serán utilizados en los ensayos de infección (Almuden, Platero y 
Margarita). En el caso de pares B-tub y GAPDH, los productos obtenidos fueron de baja 
intensidad y en ocasiones no se detectaron con bromuro de etidio.  Por lo tanto, por el 
momento, sólo se seleccionó al gen Ubi-3 como gen de referencia, y se usaron los 
primers Ubi-3-For y Ubi-3-Rev. En la sección 1.3.2., se confirma la estabilidad de dicho 
gen de referencia ante la infección por TSWV. 
 
     
Figura 3. Productos de PCR 
obtenidos con el par de 
primers Ubi-3-For y Ubi-3-
Rev. Se observa un producto 
de 204 pb correspondiente al 
fragmento Ubi-3, en muestras 
de pimiento Almuden (A), 
Platero (P) y Margarita (M). 
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1.3. Optimización de un protocolo de RT-qPCR para la detección de TSWV 
 
Se ajustó la temperatura óptima de annealing para los pares de primers que amplifican 
tanto el fragmento del gen N como el gen de referencia Ubi-3. Utilizando una PCR en 
gradiente de temperatura de 48°C a 65°C, se determinó que 60°C era la temperatura 
óptima (datos no mostrados), manteniendo la especificidad de la amplificación. También 
se ajustaron diluciones del cDNA, siendo en general una dilución 1/5 la de mayor 
rendimiento para ambas amplificaciones. 
 
1.3.1. Especificidad de la qPCR 
 
La qPCR se realizó utilizando fluorescencia SYBR Green. Para determinar la 
especificidad de la  reacción primeramente se examinaron las curvas de temperatura de 
fusión (melting) de los fragmentos amplificados. En la Figura 4 se observa un pico de 
melting a 80°C +/- 0,5°C para el amplicón N y a 83°C +/-0,5°C para el Ubi-3. En ninguna 
de estas muestras se observaron picos de melting inespecíficos. Por otro lado, el 
análisis electroforético de los productos de qPCR fue consistente con el análisis de la 
curva de melting, mostrando bandas únicas correspondientes a los tamaños esperados, 
y no revelando amplificaciones inespecíficas (Figura 4). 
Para confirmar que el producto amplificado corresponde al gen N, se purificó el 
fragmento de DNA del gel de agarosa, se clonó y secuenció. La secuencia obtenida fue 
analizada mediante BLAST, verificándose la identidad, correspondiente al genoma de 
TSWV. 
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1.3.2. Construcción de las curvas de calibración para evaluar la eficiencia del 
ensayo 
 
La sensibilidad analítica y la robustez de la reacción de qPCR, se correlacionan con una 
alta eficiencia de la PCR. La eficiencia de la PCR se calcula en base a la pendiente 
(slope) de la curva de calibración, la cual se obtiene haciendo la correlación entre el 
ciclo umbral (threshold cycle, Ct) y el número de copias para los distintos fragmentos. 
Las curvas de calibración de los amplicones se realizaron a partir de diluciones seriadas 
de los fragmentos N y Ubi-3, previamente purificados y cuantificados. Para cada 
amplicón se seleccionó un rango de 7 diluciones de 102 a 108, que comprende los 
valores de Ct que normalmente se encuentran en las muestras de plantas infectadas 
con TSWV tanto de campo como de invernáculo. Como se muestra en los gráficos de 
Figura 4. Curvas de temperatura de fusión y productos de PCR de los fragmentos correspondientes a los genes N (A) y 
Ubi-3 (B). A la izquierda se muestra la gráfica ‘derivada de la fluorescencia versus temperatura (°C)’  para los productos 
N y Ubi-3. A la derecha, se muestran a modo de ejemplo, los geles de electroforesis mostrando los productos de PCR 
correspondiente a cada gen para 11 muestras de pimiento Almuden (A), Platero (P) y Margarita (M), infectadas con TSWV 
y un control de pimiento sin infectar (-).  
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la Figura 5, los coeficientes de regresión lineal (Rsquare, R2) para las curvas de los 
fragmentos N y Ubi-3 fueron 0,9963 y 0,9967, respectivamente, lo que determina un 
ajuste de los valores, es decir, una relación lineal entre el Ct y el número de copias. 
 
 
 
 
 
Como se muestra en la Figura 5, las curvas de calibración obtenidas para los 
fragmentos N y Ubi-3, presentaron una pendiente (p) de (-3,217) y de (-3,240), 
respectivamente. A partir de estos datos y mediante la fórmula (10 (-1/p) – 1) ×100, se 
obtuvo la eficiencia de amplificación para cada amplicón, siendo de 104,57% para el 
amplicón N y de  103,53% para el amplicón Ubi-3. Estos valores, se encuentran dentro 
de lo aconsejable (90-110%) (Taylor et al., 2010). 
Estos resultados indican que el protocolo desarrollado puede ser aplicado y sería 
reproducible al determinar la carga viral en muestras infectadas con TSWV, 
provenientes de los cultivares Almuden, Platero y Margarita. 
Es importante aclarar que los valores de Ct de Ubi-3 fueron estadísticamente iguales 
tanto para las muestras infectadas como para el mock (datos no mostrados), lo que 
confirma la estabilidad del mismo ante la infección por TSWV.  
  
Figura 5: Curvas de calibración de la qPCR, para el fragmento viral (N-TSWV) y gen de referencia Ubi-3. Se 
grafica el logaritmo del número de copias del producto de PCR (Q) vs los valores de Threshold Cycle (Ct). La 
muestra patrón de cada uno de los productos de PCR fue diluida seriadamente en intervalos de una unidad de 
Log. Los parámetros de la recta y los coeficientes de regresión lineal están indicados dentro de cada gráfico. 
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2. Determinación del fitness del aislamiento TSWV-A2 en 
pimientos Tsw+ y Tsw- 
 
En este experimento, se ensayaron como hospedantes dos cultivares Tsw+, Almuden y 
Platero y el cultivar Margarita, Tsw-, que fueron infectados con el aislamiento TSWV-A2. 
Se realizaron dos ensayos simultáneos para cada cultivar, en los que se inocularon 
mecánicamente 20 plantas de cada cultivar, en estadío de 4 hojas totalmente 
expandidas, con un extracto de tejido de Datura stramonium infectado con el aislamiento 
TSWV-A2. El diseño experimental se muestra en el esquema de la Figura 6.  
El tejido foliar fue molido con nitrógeno líquido y buffer de inoculación, el extracto fue 
centrifugado para eliminar restos de tejido foliar, obteniéndose un inóculo más 
homogéneo. Para la inoculación se aplicaron 200 µl de extracto en la segunda hoja de 
cada planta (Figura 6-A panel izquierdo). Como control negativo se inocularon 5 plantas 
sólo con buffer de inoculación (denominadas mock). Las plantas se mantuvieron en 
invernáculo en condiciones de 24°C (promedio) y 16 h de luz. La observación de 
síntomas y toma de muestras fue realizada desde los 5 dpi y cada 5 días. 
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Figura 6: Esquema del diseño experimental para la determinación del fitness de TSWV-A2 en pimientos Tsw+ y Tsw-. A)-  
El inóculo inicial se obtuvo de Datura stramonium infectada con TSWV-A2, siguiendo los pasos que se indican en el panel 
izquierdo. Se inocularon 20 plantas de cada cultivar (Almuden, Platero y Margarita). Se tomaron muestras de 5 plantas (1 
a 5) a cada uno de los tiempos. A partir de un pool de cDNA de las 5 plantas, se midió el número de copias del gen N. B)- Se 
indica la toma de muestras: se señala la hoja inoculada (rótulo rosa), las hojas de las que se extrajeron los discos foliares 
(flecha amarilla). Es de hacer notar que la muestra fue tomada de hojas cuya posición fuera inmediatamente por debajo de 
las superiores. En el panel inferior se muestra la sintomatología observada en cada las hojas de donde se extrajo el material. 
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Para determinar el fitness del aislamiento TSWV-A2 y evaluar si éste varía según sean 
pimientos Tsw+ o Tsw-,  se determinó: la infectividad (capacidad de invadir al 
hospedante y producir infección) y, el fitness absoluto, cuantificado mediante RT-qPCR 
(Ferriol, 2012).  
La infectividad, se evaluó midiendo la incidencia (% plantas infectadas/plantas 
inoculadas) a los 25 dpi, y además, se registró el momento de aparición de los síntomas.  
En el Capítulo 1 se mencionó el ensayo de incidencia (Figura 18, Cap. 1) 
correspondiente a este experimento, donde la incidencia fue determinada con el 
aislamiento TSWV-A2, a los 25 dpi. En este ensayo, al igual que los mostrados en el 
Cap .1, los síntomas se manifestaron a los 15 dpi, y a partir de ese tiempo, la incidencia 
avanza considerablemente, alcanzando un plateau a los 20-25 dpi en los 3 cultivares. 
No se encuentran diferencias significativas entre los tres cultivares (Tsw+ y Tsw-), 
aunque en el caso de Platero (Tsw+) observamos mayor variación en el % de incidencia. 
Esto indica que, midiendo incidencia, no se encuentra una correlación entre la presencia 
del gen R en el cultivar de pimiento, y la infectividad de TSWV-A2.  
El fitness absoluto (W), se determinó mediante la fórmula: W= er, siendo r la medida de 
la tasa de acumulación viral en el tiempo (Malthusian growth rate), que se estima como 
la pendiente (slope) de la recta de regresión lineal  ‘carga viral vs tiempo’, (Peña et al., 
2014; Soler et al., 2015). Para determinar el fitness absoluto de TSWV-A2 se tomaron 
muestras a los 5, 10, 15 y 20 dpi, ya que como mencionamos, el aislamiento TSWV-A2 
comienza a manifestar los síntomas en los 3 cultivares, a partir de los 15 dpi, llegando 
a un plateau a los 25 días. En base a esta característica, y con el objeto de encontrar 
diferencias en la acumulación viral del aislamiento TSWV-A2 entre los tres cultivares, la 
elección de los tiempos fue a momentos previos a la visualización de los síntomas, 5 y 
10 dpi, y hasta establecerse un plateau en la infección, 15 y 20 dpi. 
Se tomaron, con sacabocado, 6 discos de tejido foliar por hoja y por planta. De cada 
planta, se realizó una única extracción de RNA. Para realizar la síntesis de cDNA, se 
hizo un pool de RNA de 5 plantas para cada tiempo (Figura 6-A). Las reacciones de 
RT-qPCR fueron realizadas por triplicado (3 réplicas técnicas), siguiendo el protocolo 
optimizado previamente. Las hojas de las que se tomaron muestras fueron las hojas 
superiores a la hoja inoculada, como se indica en el esquema de la Figura 6-B.  
En la Figura 7 se muestran los resultados de la cuantificación mediante RT-qPCR. Se 
grafica el número de copias del gen N  en relación al número de copias de Ubi-3. Para 
cada caso, se muestra la media del número de copias, con su correspondiente 
desviación estándar (barra de error). Del análisis de la varianza entre las dos réplicas 
biológicas para cada cultivar, se infiere que no existe diferencia significativa (P-
value>0,05). Se observa que, en la hoja superior a la inoculada, el virus comienza a 
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detectarse a los 5 dpi, arrojando valores muy bajos en los tres cultivares, pero 
significativamente diferentes del control negativo (mock).  
 
 
 
 
 
A 10 dpi se observa un aumento en la acumulación viral en el cultivar Margarita, 
observándose diferencias significativas entre éste cultivar y los cultivares Almuden (p-
value: 0,0218) y Platero (p-value: 0,0216) (test de Student, con 95% de confianza). A 
los 15 dpi, comienzan a detectarse los primeros síntomas en los tres cultivares, que 
consistieron en pequeños anillos cloróticos y leve mosaico. En los tres cultivares ocurre 
un aumento de al menos un orden, pero además se observaron diferencias significativas 
entre ellos, siendo mayor el nivel de significancia en el cultivar Platero, que presentó la 
menor carga viral (Almuden vs Margarita, p-value: 0,0158; Almuden vs Platero, p-value: 
0,0056 y Platero vs Margarita, p-value: 0,0191). A los  20 dpi todos los valores decaen, 
pero son similares entre los tres cultivares. Es decir, que tanto a los 5 como a los 20 dpi, 
no se observaron diferencias significativas entre los cultivares.  
Para calcular el fitness absoluto se construyeron las rectas de regresión lineal ‘n° de 
copias vs tiempo’ tomando los tiempos 5, 10 y 15 dpi, obteniéndose los valores de la 
pendiente de la recta que se muestran en la Tabla 1. Los valores a 20 dpi no fueron 
considerados ya que no aportan valores positivos a la pendiente, y el fitness se mide en 
el tiempo, es decir, como capacidad biológica para infectar la planta. Las posibles 
Figura 7: Cantidad relativa del gen N del aislamiento TSWV-A2 en los cultivares Almuden, Margarita y Platero. 
Número de copias del gen N por número de copias de Ubq-3 en los cultivares Almuden, Margarita y Platero a los 
5, 10, 15 y 20 dpi. Se grafica la media de las dos réplicas biológicas, con sus respectivas desviaciones estándar 
(barras de error). Los valores de las muestras mock fueron muy bajos y no se aprecian en la escala elegida. 
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causas de la disminución de los valores de 20 dpi, respecto de aquellos obtenidos a los 
15 dpi, serán mencionadas en la discusión. 
 
Cultivar Ensayo 1 Ensayo 2 
Almuden 2,466 2,556 
Margarita 2,058 1,979 
Platero 1,598 1,487 
 
 
 
 
Estos valores se aplicaron a la fórmula W= er. Los resultados se muestran en la Figura 
8, donde se observa la media del fitness en cada cultivar, con su correspondiente 
desviación estándar (barras de error). Del análisis de la varianza entre las dos réplicas 
biológicas se infiere que no existe diferencia significativa entre ellas (P>0,05). De la 
comparación de medias, mediante test de Student, encontramos diferencias 
significativas entre los tres cultivares: Almuden vs Margarita, p-value: 0,0168; Almuden 
vs Platero, p-value: 0,0064 y Margarita vs Platero, p-value: 0,0189. Esto es, se observa 
que el aislamiento TSWV-A2 posee un mayor fitness en el cultivar Almuden (Tsw+), 
seguido por Margarita (Tsw-), y el menor fitness en el cultivar Platero (Tsw+). 
 
 
 
 
  
Figura 8: Fitness absoluto del aislamiento TSWV-A2 en los cultivares Almuden, Margarita y 
Platero. Se grafica la media de las dos réplicas biológicas y su correspondiente desviación 
estándar (barras de error).  
Tabla 1: Valores de la pendiente de la recta de regresión lineal 
‘n° de copias vs tiempo’ para cada cultivar en los ensayos 1 y 2. 
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Conclusiones 
 
• La incidencia del aislamiento TSWV-A2, bajo condiciones de invernáculo, a los 
25 dpi, no arrojó diferencias significativas entre los tres cultivares, lo que indica 
que no hay una correlación entre la presencia del gen Tsw y la infectividad de 
TSWV-A2 en estos cultivares. 
 
• Se optimizó un protocolo de RT-qPCR que permite cuantificar la carga viral de 
aislamientos de TSWV del CHP, mediante la detección de un fragmento del gen 
N, muy conservado entre aislamientos de todo el mundo. 
 
• El virus pudo detectarse a los 5 dpi en hojas superiores a las inoculadas, sin aún 
observarse manifestación de síntomas de peste negra.  
 
• A los 15 dpi se observaron las mayores diferencias en la carga viral de TSWV-
A2 en los cultivares ensayados, siendo en Almuden mayor que en Margarita, y 
en éste, mayor que en Platero. 
 
• Entre los cultivares Tsw+ se encontró una mayor diferencia en el fitness que la 
observada con el cultivar Tsw-. Esto muestra que la presencia del gen Tsw no 
sería el único factor que interviene en el fitness del aislamiento TSWV-A2.  
 
• La adaptación del aislamiento TSWV-A2 a pimientos Tsw+, no significó un costo 
en el fitness en cultivares Tsw-. 
 
 
Discusión y perspectivas 
 
Los resultados aquí expuestos muestran que no existen diferencias significativas en la 
incidencia del aislamiento TSWV-A2 en los 3 cultivares ensayados, mientras que sí se 
observaron diferencias en la acumulación viral entre ellos. Entre los 5 y 15 dpi se 
observó un aumento en la expresión de síntomas, con un aumento concomitante de la 
carga viral, lo cual, generalmente es observado en otros sistemas virus-planta 
(Matthews, Capítulo 9). Esto es, en hojas nuevas/superiores, y a medida que la infección 
avanza, a mayor expresión de síntomas, frecuentemente se puede encontrar igual o 
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mayor carga viral, llegando a un máximo o plateau de infectividad. Cuando esa hoja 
envejece, la carga viral decae.  
En nuestro sistema de estudio, sin embargo, a 20 dpi, cuando los síntomas son aún más 
intensos que a los 15 dpi, en hojas nuevas (donde se realizaron las determinaciones), 
encontramos que la carga viral disminuye. Tampoco se observaron síntomas de tipo 
necróticos que pudieran explicar la disminución de la carga viral. Estos resultados 
también fueron encontrados por Soler et al., (2015), observando un comportamiento 
similar del aislamiento RB, Alm1. En dicho trabajo, la carga viral determinada por RT-
qPCR en cultivares Tsw+ y Tsw- aumenta hasta llegar a un máximo, para luego decaer 
a los 28 dpi. Este comportamiento también fue observado por Balaji et al. (2003) 
estudiando la acumulación de Barley yellow dwarf virus y Cereal yellow dwarf virus en 
plantas de trigo. Estos autores sugieren que el descenso de carga viral podría estar 
relacionado a una mayor tasa de crecimiento de la planta en relación a la tasa de 
acumulación viral, que reduciría la cantidad de RNA viral por unidad de RNA total. Por 
otro lado, los valores de carga viral podrían estar influenciados por el efecto de la 
translocación irregular del virus en la planta (Galipienso et al., 2013) por lo que sería 
necesario, en futuros experimentos, tomar muestras de diferentes hojas, para minimizar 
dicho efecto.  
La ausencia de correlación entre expresión de síntomas y carga viral, sugiere que 
existen otros factores además de la multiplicación viral, que podrían estar involucrados 
en el desarrollo de síntomas. Esto podría ser el resultado de interacciones específicas 
entre el virus y componentes del hospedante, como ser la proteína supresora (Dunoyer 
et al., 2004; Jay et al., 2011).  
El cultivar Almuden (Tsw+) presentó una mayor carga viral que Margarita (Tsw-), y éste 
último, que Platero (Tsw+). Estas diferencias, se vieron reflejadas en el fitness que varió 
siguiendo el mismo patrón. Esto indica que no existe correlación entre el fitness del 
aislamiento RB y la presencia/ausencia del gen Tsw, refutando la hipótesis de que 
nuestros aislamientos posean menor fitness en el cultivar Margarita, que no porta el gen 
de resistencia Tsw. Esto se condice con reportes previos. Latham y Jones (1998), que 
estudiaron aislamientos RB de tomate, observando que los mismos son estables y 
capaces de quebrar la resistencia luego de varios pasajes en tomates susceptibles. 
Estudios similares fueron realizados con aislamientos RB de pimiento, en cultivares 
susceptibles y resistentes, llegando a los mismos resultados (Thomas-Carrol y Jones, 
2003). Tal como se mencionó en la introducción, Aramburu et al. (2010), realizando 
ensayos de homogeneidad, estabilidad y competencia de aislamientos RB y RI en 
cultivares de tomate resistentes y susceptibles, concluyen que los aislamientos no 
difieren es su fitness, como así tampoco en el rango de hospedantes ni en la transmisión 
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por el vector. Esto último también se refuerza con lo reportado por Debreczeni et al. 
(2013), donde no encuentran correlación en la eficiencia de transmisión por trips y el 
genotipo del aislamiento, tanto en pimiento como en tomate, como así tampoco entre la 
eficiencia de transmisión y la capacidad de quebrar la resistencia. 
Es decir, que en estos sistemas se ha visto que la adaptación de los aislamientos RB a 
hospedantes Tsw+ no implica un costo en el fitness cuando infectan hospedantes Tsw-
. El mismo comportamiento hemos encontrado con los RB del CHP. Todos estos 
reportes, avalan la hipótesis que los aislamientos RB son estables, tanto en plantas 
resistentes como susceptibles. 
Ambos cultivares Almuden y Platero poseen el gen Tsw, sin embargo, entre ellos se 
encuentra la mayor diferencia de fitness. Se puede especular que esta diferencia, podría 
deberse al background genético de cada cultivar. Debido a esto, sería interesante 
estudiar el fitness en dos líneas isogénicas, que difieran únicamente en la presencia o 
no del Tsw, de manera de minimizar efectos de background. 
La mayor carga viral y el fitness de TSWV-A2 en el cultivar Almuden podría significar 
una mayor disposición de virus para que el vector transmita. Sin embargo, puesto que 
el virus se replica en el vector aumentando la carga viral, es probable que el título viral 
en la planta no fuera un factor importante en la diseminación de la enfermedad. 
Resulta importante aclarar que la cuantificación de carga viral se ha realizado a partir 
de un pool de 5 plantas. Esto significa que el resultado de la carga viral es un promedio 
de las 5 plantas, estén o no infectadas por TSWV. En el futuro, los pooles serán abiertos 
y analizados para contar con valores individuales y realizar un nuevo análisis estadístico.  
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Introducción 
 
Uno de los objetivos de esta tesis es conocer e investigar el patosistema actual 
tospovirus-tomate en el Cinturón hortícola platense (CHP).  
Como se ha mencionado en la Introducción general, no se conocen las especies 
de tospovirus que componen la población viral, ni los biotipos que afectan actualmente 
el cultivo de tomate del CHP. Teniendo en cuenta diversos informes brindados por 
técnicos y productores en los últimos años, se cree que la incidencia de tospovirus en 
dicho cultivo es muy baja respecto de la encontrada en cultivo de pimiento. El 90% de 
las variedades de tomate que se cultivan actuamente en el CHP son portadoras del gen 
de resistencia Sw-5b, el cual brinda resistencia estable y de amplio espectro frente a las 
tres especies de tospovirus presentes en el pais, TSWV, GRSV y TCSV. Diferente es el 
caso de la resistencia en pimiento mediada por el Tsw, que ha demostrado ser menos 
estable y que sólo se limita a TSWV.  Esto explicaría la baja incidencia de peste negra 
en cultivo de tomate en el CHP. 
Resulta de interés responder ciertos interrogantes básicos acerca de este 
patosistema: ¿Es el TSWV la única especie de tospovirus presente en cultivo de tomate 
del CHP, tal como ocurre en el patosistema tospovirus-pimiento?, si solo se tratara de 
TSWV, la variante que infecta tomate, ¿es la misma que infecta pimiento? 
De acuerdo a reportes recientes (López et al., 2010; Peiró et al., 2014 y Hallwass 
et al., 2014), existen dos variantes o biotipos de TSWV que infectan tomate: el biotipo 
wild type (WT), el cual es incapaz de infectar tomate portador del gen de resistencia Sw-
5b y el biotipo RB o resistance-breaking. Este último se caracteriza por presentar 
sustituciones aminoacídicas en las posiciones 118 y/o 120 de la proteína de movimiento 
NSm, que le confieren la capacidad de infectar tomates portadores del gen Sw-5b 
(López et al., 2010). Por lo tanto, resulta de interés determinar a qué biotipo pertenecen 
los aislamientos de TSWV provenientes de cultivos de tomate del CHP que porten o no 
el gen Sw-5b.  
En este capítulo se abordan estos interrogantes, proponiendo las siguientes hipótesis y 
objetivos: 
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Hipótesis 
 
- El TSWV es la única especie de tospovirus que está afectando el cultivo de 
tomate del CHP. 
 
- Los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de tomate del CHP: 
 
 Son idénticos a los provenientes de plantas de pimientos del CHP, cuando 
se analiza la secuencia de la proteína N. 
 Pertenecen al biotipo WT, cuando se analiza la secuencia de la proteína 
NSm. 
 Están filogenéticamente relacionados con aislamientos provenientes de  
pimiento. 
 No son capaces de infectar tomates resistentes portadores del gen Sw-5b. 
 Son capaces de infectar plantas de pimientos tanto Tsw + como Tsw -. 
 
 
Objetivos 
 
a. Establecer una colección de aislamientos de tospovirus provenientes de cultivares 
de tomate del CHP 
b. Caracterizar genotípicamente los aislamientos de TSWV provenientes de plantas 
de tomate del CHP por medio del análisis de las secuencias nucleotídicas de los 
genes N y NSm. 
c. Caracterizar el comportamiento biológico de aislamientos de TSWV del CHP 
provenientes de plantas de tomate, en distintos cultivares comerciales de tomate y 
de pimiento, portadores o no de los genes de resistencia Sw-5b y Tsw. 
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Resultados 
 
1. Colección de aislamientos de TSWV provenientes de 
cultivares de tomate de campo del CHP 
 
Para establecer la colección de aislamientos se realizaron muestreos en 
establecimientos del CHP seleccionados de acuerdo a informes brindados por técnicos 
y productores, describiendo plantas con sintomatología asociada a la enfermedad peste 
negra.  
Durante las campañas de los años 2012, 2013 y 2014 y en las localidades de 
Arana, Los Hornos y Abasto (Figura 1), se realizó la toma de muestras de tejido foliar 
de 5 plantas de tomate cherry y tipo pera, que no portan el gen Sw-5b, presentando 
sintomatología típica de peste negra, siendo éstas las únicas 5 muestras encontradas. 
Coincidiendo con técnicos de la zona, que describían una incidencia muy baja de peste 
negra en el cultivo de tomate. Esto indicaría que los cultivares que llevan este gen son 
aún capaces de ser resistentes frente a TSWV en el CHP.  
 
 
 
 
 
 
  
Figura 1: Ubicación geográfica de las localidades de las cuales provienen los aislamientos 
colectados. 
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En la Figura 2 se muestra la sintomatología observada en las 5 muestras de 
campo. Las plantas mostraban enanismo, mosaico clorótico, necrosis y anillos 
necróticos en hojas. 
 
 
      
 
 
 
 
Las muestras fueron analizadas mediante RT-PCR (gen N), para determinar 
presencia de virus del género Tospovirus (Dewey et al., 1996). Las muestras resultaron 
positivas en su totalidad.  
Para descartar infecciones mixtas con virus que han sido encontrados 
frecuentemente en el cultivo de tomate del CHP, las muestras fueron analizadas 
mediante ELISA, usando antisueros específicos para los virus CMV, TMV, PMMoV y 
PVY. Los resultados fueron negativos, descartando la presencia de estos virus en las 
muestras. 
Con el objeto de determinar la especie de tospovirus presente, se aplicó la 
técnica de ELISA, utilizando antisueros específicos que reconocen la proteína N de las 
tres especies de tospovirus reportadas en el país, TSWV, GRSV y TCSV. Todas las 
muestras resultaron positivas para TSWV y negativas para las otras dos especies (datos 
Figura 2: Síntomas  de peste negra observados a campo en cultivares de tomate no portadores del gen 
Sw-5b. A) Anillos necróticos, B) mosaico clorótico y necrosis. 
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no mostrados). La identidad de TSWV se confirmó mediante hibridación molecular por 
la técnica de Dot-Blot, utilizando una sonda específica para TSWV. Los resultados se 
muestran en la Figura 3, confirmando que la única especie presente en estas muestras 
es TSWV. 
 
                     
 
 
 
 
 
 
Los aislamientos fueron denominados de acuerdo al número con que fueron 
procesados en el laboratorio: TSWV-A9, TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-A19 y TSWV-
A25. La Tabla 1 resume los datos de cada aislamiento, así como la sintomatología que 
presentaron a campo.  
  
Figura 3: Detección de TSWV por hibridación molecular 
por Dot-blot, con sonda específica. Los spots que no 
poseen identificación, se discuten en el Cap. 1. Se 
muestran los controles positivo y negativo en los últimos 
recuadros. 
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Aislamiento Año Localidad Variedad Síntomas 
ELISA: RT-PCR Tospovirus ELISA Dot-Blot 
GRSV, TCSV, CMV, 
TMV, PMMOV, PVY   
      
TSWV TSWV 
TSWV-A9 2012 Arana Perita E, M, N - +  + + 
TSWV-A11 2013 Los Hornos Cherry E, M, N -  + + + 
TSWV-A15 2014 Abasto Cherry M, N -  + + + 
TSWV-A19 2014 Los Hornos Cherry E, M, N, AN -  + + + 
TSWV-A25 2014 Arana Perita M, N, AN -  + + + 
 
 
 
 
 
Para conservar los aislamientos, estos fueron mantenidos en plantas de Datura 
stramonium y Nicotiana rústica. Para evitar pasajes sucesivos, tanto el material de 
campo como la primera transmisión a plantas de D. stramonium  fueron conservados a 
-80°C.  
  
Tabla 1 : Aislamientos de TSWV provenientes de cultivos de tomate del CHP. Síntomas. E: enanismo, M: mosaico, N: 
necrosis, AN: anillos necróticos. 
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2.  Caracterización genotípica 
 
2.1. Análisis del gen N de aislamientos de TSWV de plantas de tomate del 
CHP 
 
Como se mencionó en el Cap. 1, la importancia del análisis de la proteína N se 
debe a que la misma es comúnmente utilizada para la clasificación taxonómica y 
determinación de las relaciones filogenéticas entre aislamientos.  
 
2.1.1. Análisis de secuencias del gen N 
 
Partiendo de RNA total extraído de Datura stramonium infectada con cada 
aislamiento, se realizaron reacciones de RT-PCR, con primers específicos para 
amplificar el ORF completo de la proteína N. Los fragmentos generados presentaron el 
tamaño esperado (~800 pb) como se muestra en la Figura 4. Estos se purificaron y 
clonaron en el vector pGEM-T en E. coli DH5α. Los clones fueron analizados por PCR, 
para confirmar la presencia del inserto. De cada aislamiento, se obtuvieron 5 clones, de 
los cuales 2 fueron secuenciados.  
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 4: Amplificación por RT-PCR  del fragmento correspondiente al ORF completo de la 
proteína N, en los aislamientos TSWV-A9, TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-A19 y TSWV-A25. Como 
control positivo se utilizó un aislamiento brasileño, ya caracterizado, cedido por la Dra. M. M. 
Severo de Almeida, Universidad de Brasilia, Brasil. 
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Cada secuencia se analizó mediante BLAST, determinando que todos los 
fragmentos secuenciados corresponden a la secuencia nucleotídica del gen N de 
TSWV. Como se muestra en la Tabla 2, la longitud del fragmento resultante fue de 777 
pb (259 aa) para todos los aislamientos, coincidiendo con lo reportado por De Ávila et 
al. (1992). El porcentaje de identidad nucleotídica y aminoacídica entre las secuencias 
de ambos clones de cada aislamiento, es del 100%. Por lo tanto, los análisis siguientes 
se realizaron con ésta única secuencia de cada aislamiento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para determinar la variabilidad existente entre aislamientos, se realizaron 
alineamientos múltiples con Clustal W y se estimaron las distancias genéticas existentes 
entre los mismos, utilizando el software Mega V6.0. Partiendo de estos datos, se 
estimaron los porcentajes de identidad nucleotídica y aminoacídica de la proteína N 
entre los aislamientos de TSWV. Los datos obtenidos indicaron un elevado porcentaje 
de identidad nucleotídica del gen N entre 98,7% a 99,8% (Tabla 3). El porcentaje de 
identidad aminoacídica fue del 100%. 
 
 
 
 
 
 
 
  
Aislamiento #Clones 
Tamaño del 
fragmento 
amplificado (ORF 
N) en pb 
N° aa % identidad (a) 
TSWV-A9 92 y 94 777 258 100 
TSWV-A11 111 y 114 777 258 100 
TSWV-A15 151 y 152 777 258 100 
TSWV-A19 192 y 194 777 258 100 
TSWV-A25 251 Y 254 777 258 100 
Tabla 2: Aislamientos de TSWV, datos de los clones del gen N secuenciados. (a) % 
identidad de la secuencia aminoacídica de la proteína N entre los dos clones 
indicados.  
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 TSWV-A19 TSWV-A15 TSWV-A11 TSWV-A25 TSWV-A9 
TSWV-A19  100 100 100 100 
TSWV-A15 99.6  100 100 100 
TSWV-A11 99,9 99,7  100 100 
TSWV-A25 99,6 99,5 99,7  100 
TSWV-A9 99,8 98,7 99 98,70  
 
 
 
 
 
Con el fin de determinar el porcentaje de identidad nucleotídica y la variabilidad 
entre las secuencias de los aislamientos del CHP y de los aislamientos argentinos de 
TSWV, reportados por Dewey et al, (1996), se realizaron alineamientos múltiples y se 
calcularon las distancias genéticas. Los aislamientos TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-
A19 y TSWV-A25 resultaron 99,7 a 99,6% idénticos a los aislamientos LP941, ER30, 
LP87, LP940 y LP2, descriptos por Dewey et al (1996), mientras que el aislamiento 
TSWV-A9 se diferenció del resto, con porcentajes de identidad de 97,2 a 98,3%. 
 
 
2.1.2. Análisis filogenético entre aislamientos 
 
Se evaluaron las relaciones evolutivas existentes entre los aislamientos de 
TSWV de tomate del CHP y aislamientos de otros países, utilizando las secuencias 
nucleotídicas correspondientes a la proteína N completa de 69 aislamientos de otros 
países disponibles en el GenBank. Se incluyeron, además, las secuencias nucleotídicas 
de los aislamientos de pimiento (descriptos en el Capítulo 1), y la correspondiente a un 
aislamiento proveniente de una planta de alstroemeria del CHP. Este último, 
denominado TSWV-A3, se obtuvo durante trabajos realizados en paralelo a esta Tesis, 
los cuales surgieron a partir de sospechas de presencia de la especie de tospovirus que 
infecta esta ornamental, denominada  Alstroemeria necrotic streak virus (ANSV), 
recientemente reportado en Colombia (Hasani-Mehraban et al., 2010). Cuando se 
determinó la secuencia de la proteína N del TSWV-A3, se identificó como TSWV, por lo 
que finalmente se incluyó en este análisis, aunque fuera extraído de otro cultivo. Para 
establecer las relaciones de parentesco entre los aislamientos de TSWV, se utilizó como 
Tabla 3: Diversidad del gen N entre aislamientos de TSWV provenientes de plantas de tomate 
del CHP. Porcentaje de identidad de las secuencias nucleotídicas (parte inferior de la diagonal) y 
aminoacídicas de la proteína N (parte superior de la diagonal), entre los aislamientos en estudio. 
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outgroup, secuencias de la especies GRSV y TCSV (Dewey et al., 1996). El modelo de 
sustitución seleccionado fue el modelo general de tiempo reversible, con tasas con 
distribución gamma y proporción de sitios invariable: GTR + G + I.  
En la Figura 5 se muestra el árbol generado, donde se observa que los 
aislamientos TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-A19 y TSWV-A25 forman un grupo 
monofilético (estabilidad del 96%) con los aislamientos de pimiento del CHP, indicando 
que provienen de la misma fuente. El aislamiento TSWV-A9 se encuentra ubicado en 
otra rama, junto con el aislamiento TSWV-A3, proveniente de alstroemeria, por lo que 
se infiere que estos dos aislamientos han evolucionado a partir de una población 
ancestral común y diferente de la cual se originó el resto de los aislamientos en estudio.  
Cuando se analizan las relaciones filogenéticas de los aislamientos del CHP con 
aislamientos provenientes de otros países (Figura 5), se infiere que los mismos están 
evolutivamente relacionados con aislamientos provenientes del clado asiático, de los 
paises China y Corea del Sur. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: (ver página siguiente) Análisis filogenético molecular del gen N por el método de máxima verosimilitud. Árbol 
filogenético construido con Mega V6 a partir de secuencias nucleotídicas del gen N de los 5 aislamientos provenientes de plantas 
de tomate del CHP y aislamientos obtenidos del GenBank. La historia evolutiva se infirió con el método de máxima verosimilitud, 
utilizando el modelo GTR+G+I. El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados fueron ubicados juntos (soporte), está 
indicado en las ramas (método de bootstrapping (1000 réplicas). Sólo se muestran valores de soporte mayores al 50%.  
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 TSWV A7 p 2012
 TSWV A10 p 2012
 TSWV A14 p 2014
 TSWV A11 t 2013
 TSWV A24 p 2013
 TSWV A25 t 2014
 TSWV A19 t 2014
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 TSWV A5 p 2013
 TSWV A15 t 2014
 KC294570 YN-2 China 2012
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 KP684518 14YV677 China 2014
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 AY598831 RB Spain 2004
 HE600703 P330 Spain 2011
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 FJ882069 Texas1 USA 2008
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 GU222651 TwPep1 Taiwan 2009
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 AY856344 14102 USA 2006
 KT160282 PA01 USA 2014
 KT192625 TP-16 Turk 2014
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 KM096535 P147 Italy 1997
 KM096541 P302 Italy 2006
 KM096536 P231 Italy 2000
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 KU244255 TN2NE India 2015
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2.2. Análisis del gen Nsm de aislamientos de TSWV de plantas de tomate 
del CHP 
 
2.2.1. Análisis de secuencias del gen Nsm 
 
Para estudiar la secuencia del gen NSm, factor Avr de la resistencia mediada por 
Sw-5b, se clonaron los fragmentos correspondientes al ORF completo de la proteína 
NSm, mediante RT-PCR utilizando los primers específicos: NSm-TSWV-Fow y NSm-
TSWV-Rev, gentilmente cedidos por la Dra. A.F. Orílio, Universidad de Brasilia, Brasil. 
Se obtuvieron fragmentos del tamaño esperado (~1000pb), como se muestra en 
la Figura 6, que fueron clonados en el vector pGEM-T. De cada aislamiento se 
obtuvieron 5 clones, de los cuales 2 fueron secuenciados. 
 
 
 
 
 
 
 
Las secuencias se analizaron utilizando la herramienta BLAST, determinándose 
que todos los fragmentos secuenciados corresponden a la secuencia nucleotídica 
completa del gen NSm de TSWV. Como se indica en la Tabla 4, el tamaño del gen de 
estos aislamientos es de 909 pb (302 aa) coincidiendo con lo reportado por Kormelink 
et al., (1994). Mediante Clustal W, se realizaron alineamientos de secuencias de ambos 
clones de cada uno de los aislamientos en estudio, determinándose que son 100 % 
idénticos (Tabla 4). 
  
Figura 6: Amplificación mediante RT-PCR de fragmentos correspondientes al ORF completo 
del gen NSm, en los aislamientos TSWV-A9, TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-A19 y TSWV-A25.  
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Para conocer la diversidad existente entre aislamientos, se estimó el porcentaje 
de identidad nucleotídica y aminoacídica entre secuencias de la proteína NSm de los 
aislamientos en estudio. Los resultados indicaron un elevado porcentaje de identidad 
nucleotídica del gen NSm entre 97,6% a 100% (Tabla 5). El porcentaje de identidad 
aminoacídica fue de 100% para 4 de los 5 aislamientos, siendo de 98,7% para TSWV-
A9 (Tabla 5).  
 
 
 TSWV-A11 TSWV-A15 TSWV-A19 TSWV-A25 TSWV-A9 
TSWV-A11  100 100 100 98,7 
TSWV-A15 100  100 100 98,7 
TSWV-A19 100 100  100 98,7 
TSWV-A25 99,6 99,6 99,7  98,7 
TSWV-A9 97,6 97,6 97,6 98,1  
 
 
 
 
 
 
Como se mencionó, las sustituciones aminoacídicas en las posiciones C118Y 
y/o T120N de la proteína NSm le otorgan al aislamiento RB la capacidad de quebrar la 
Aislamiento #Clones 
Tamaño del 
fragmento 
amplificado (ORF 
NSm) en pb 
N° 
aa  
% identidad entre 
clones (a) 
TSWV-A9 9-2 y 9-4 909 302 100 
TSWV-A11 11-1 y 11-3 909 302 100 
TSWV-A15 15-4 y 15-5 909 302 100 
TSWV-A19 19-1 y 19-3 909 302 100 
TSWV-A25 25-1 Y 25-2 909 302 100 
Tabla 4: Aislamientos de TSWV secuenciados. (a) % identidad de la secuencia 
aminoacídica de la proteína NSm de 2 clones de cada aislamiento. 
Tabla 5: Diversidad entre aislamientos de TSWV de tomate del CHP. Porcentaje de identidad de la 
secuencias nucleotídicas (parte inferior de la diagonal) y aminoacídicas (parte superior de la 
diagonal), de la proteína NSm entre los aislamientos en estudio. 
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resistencia conferida por el Sw-5b. Por esto, se considera que un aislamiento es de 
biotipo WT o RB de acuerdo a los aminoácidos de las posiciones mencionadas. 
Con el fin de determinar el biotipo de los aislamientos en estudio, se realizó un 
alineamiento múltiple de secuencias de la NSm de los aislamientos provenientes de 
plantas de tomate del CHP y de dos aislamientos RB y uno WT provenientes de España, 
almacenadas en el GenBank. Dado que los aislamientos TSWV-A11, TSWV-A15, 
TSWV-A19 y TSWV-A25 tienen 100% de identidad aminoacídica, se consideró una 
única secuencia, denominada TSWV-A-CHPt. 
La Figura 7 muestra un fragmento del alineamiento de secuencias de la NSm, 
donde se señalan las posiciones 118 y 120,  observa que los aislamientos de tomate del 
CHP, presentan C118 y T120, al igual que el aislamiento WT ‘Cr1NL2’. En contraste, los 
aislamientos RB ‘Gr5TL1’ y ‘Llo2TL3’, presentan las sustituciones de Y por C en la 
posición 118, y de N por T en la posición 120, respectivamente. Por lo tanto, de acuerdo 
a este criterio, se infiere que los aislamientos de TSWV-CHPt de plantas de tomate 
pertenecen al biotipo WT, por lo que no serían capaces de quebrar la resistencia de 
variedades que porten el gen Sw-5b. 
 
 
 
 
 
 
Por otro lado, el aislamiento TSWV-A9 se diferencia de los demás, en 4 
posiciones: V163I, M188I, M236V y N293S, señaladas en la Figura 8, pero las mismas 
no han sido descriptas como involucradas en la capacidad de quebrar la resistencia del 
gen Sw-5b. 
Silva et al. (2001) y Li et al. (2009) identifican ciertos motivos y aminoácidos 
involucrados en la función de movimiento de la NSm. Un aminoácido esencial para  
formación de túbulos y el movimiento célula a célula es el aspártico 154 (D154), que 
forma parte del motivo ‘D’, característico de las proteínas de movimiento del grupo 30K 
Figura 7: Alineamiento de secuencias aminoacídicas de la proteína NSm de los aislamientos provenientes de tomate 
del CHP y aislamientos RB (RB_Gr5TL1 y RB_Llo2TL3) y WT (RI_Cr1NL2). Alineamiento realizado mediante Clustal W y 
editado con Jalview 2.10.1. En el recuadro se detallan las sustituciones aminoacídicas C118Y o T120N, involucradas en 
el quiebre de resistencia del gen Sw-5b. Los aislamientos provenientes de plantas de tomate del CHP no se presentan 
dichas mutaciones.  
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(Mushegian et al., 2015). Otros motivo de importancia y conservado en las especies de 
tospovirus son los motivos ‘PLA2’ y ‘P/D-L-X’. El primero, se considera como 
determinante del amplio rango de hospedantes que posee el TSWV e incluye un residuo 
de glicina (G) que también se conserva en las proteínas de la familia 30K. Por su parte, 
el motivo ‘P/D-L-X’, se relaciona con la capacidad de unión a ribonucleoproteínas, 
función esencial para atravesar los plasmodesmos. Además del D154, las posiciones 
G19, S159, G209, V283 están involucradas en la formación de túbulos y movimiento 
célula a célula y, respecto al movimiento a larga distancia, las posiciones responsables 
son I130, EYKK 205 a 208, EEEE 284 a 288. Por otro lado, Silva et al (2001) determinan 
que los sitios I57, N100 y HH 94-94 están vinculados a la producción de síntomas 
necróticos. 
Cuando se analizó la secuencia aminoacídica de la NSm de los aislamientos 
provenientes de plantas de tomate del CHP, nos encontramos que los mismos 
conservan todos los motivos y aminoácidos antes mencionados (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 8: Alineamiento de secuencias aminoacídicas de la proteína NSm de los aislamientos provenientes de tomate del 
CHP. Alineamiento realizado mediante Clustal W y editado con Jalview 2.10.1. En color amarillo se detallan los aminoácidos 
involucrados en el movimiento célula a célula. En verde, las posiciones relacionadas al movimiento a larga distancia. En celeste 
y naranja se señalan las diferencias aminoácidicas existentes entre los aislamientos del CHP. También se detallan los motivos: 
D-motif (con el correspondiente residuo D esencial para el movimiento célula a célula) y, Pla2 y P/D-L-X. 
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2.2.1. Análisis filogenético entre aislamientos 
 
Para evaluar las relaciones evolutivas entre los aislamientos de TSWV del CHP 
y 41 aislamientos de otros países anotados en el GenBank, se realizó un análisis 
filogenético basado en la secuencia nucleotídica completa de la proteína NSm. 
En la Figura 9 se muestra el árbol generado. Los aislamientos de tomate del 
CHP se agrupan nuevamente formando un grupo monofilético, con estabilidad del 99%. 
El análisis de este árbol induce a la hipótesis de que el aislamiento TSWV-A9 ha 
evolucionado a partir de una población ancestral diferente a la de los demás, pero dado 
el bajo soporte de la rama donde se ubica el TSWV-A9 (20%), no podemos saber con 
seguridad su evolución. 
Por otro lado, se observa que no existe una agrupación relacionada al biotipo, 
es decir, no existe correlación entre las distancias genéticas existentes entre 
aislamientos y la capacidad de los mismos de quebrar la resistencia del gen Sw-5b. Este 
resultado es consistente con lo reportado por Debreczeni et al., (2015). En dicho trabajo, 
determinan la secuencia del genoma completo de  tres aislamientos españoles de 
TSWV de diferentes biotipos de acuerdo a su capacidad de quebrar la resistencia en 
tomate y pimiento y, mediante el análisis de las mismas y estudios filogenéticos con los 
diferentes genes N, NSm, NSm, encuentran que los aislamientos RB presentan 
distancias genéticas menores con aislamientos WT que con otros RB. Esto indica que 
los aislamientos RB surgen a partir de procesos evolutivos independientes. 
 
 
 
  
Figura 9: (ver página siguiente). Análisis filogenético molecular del gen NSm por el método de máxima verosimilitud. Árbol 
filogenético construido con Mega V6 a partir de secuencias nucleotídicas del gen NSm de los 5 aislamientos provenientes de 
plantas de tomate del CHP y aislamientos obtenidos del GenBank. La historia evolutiva se infirió con el método de máxima 
verosimilitud, utilizando el modelo T93+G. El porcentaje de árboles en los que los taxones asociados fueron ubicados juntos 
(soporte), está indicado en las ramas (método de bootstrapping con 1000 réplicas. Sólo se muestran valores de soporte de ramas 
mayores al 45%. En los casos en los que se contó con información, se detalla el biotipo (WT o RB) de los aislamientos utilizados 
en el análisis. Los aislamientos RB se señalan con un asterisco. 
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3. Caracterización biológica 
 
 Para realizar la caracterización biológica se seleccionó al aislamiento TSWV-A9 
de acuerdo a los análisis filogenéticos de los genes N y NSm. El gen N mostró que los 
aislamientos TSWV-A11, TSWV-A15, TSWV-A19, TSWV-A25 han evolucionado a partir 
de la misma población ancestral que los aislamientos provenientes de plantas de 
pimiento del CHP. Sin embargo, el aislamiento TSWV-A9 se diferencia genotípica y 
evolutivamente de los anteriores en la secuencia de la proteína NSm, ya que el 
aislamiento TSWV-A9 presenta 4 sustituciones aminoacídicas diferentes del resto de 
los aislamientos de tomate del CHP. Si bien, el comportamiento biológico del aislamiento 
TSWV-CHP en tomate (A11, A15, A19 y A25) sería importante determinarlo en 
hospedantes resistentes y susceptibles, resultó más interesante caracterizar el 
comportamiento biológico del aislamiento TSWV-A9, tanto en plantas de tomate Sw-5b+ 
y Sw-5b-, como de pimiento Tsw+ y Tsw- . 
 
 
3.1. Comportamiento del aislamiento TSWV-A9 en cultivares de 
tomate Sw-5b+ y Sw-5b- 
 
Aun cuando el aislamiento TSWV-A9 pertenece al biotipo WT y no tendría la 
capacidad de infectar cultivares de tomate Sw-5b+, resultó de interés determinar su 
comportamiento biológico en cultivares comerciales de tomate Quality (Sw-5b+) y 
Wolverine (Sw-5b-).  
Se llevaron a cabo dos experimentos (repeticiones) donde se inocularon 10 
plantas de cada cultivar con un extracto infectivo obtenido de la molienda de tejido foliar 
de Datura stramonium infectado con el TSWV-A9. Dos plantas fueron inoculadas con 
buffer de inoculación, como control negativo (mock). Las plantas se mantuvieron en 
invernáculo, bajo condiciones controladas de luz y temperatura (16 h luz, 24°C-
promedio). Se realizaron observaciones de sintomatología e incidencia durante 40 días 
a partir de la inoculación (dpi), confirmándose la infección mediante RT-PCR. 
Los resultados de la incidencia vs tiempo se muestran en la Figura 10. Se 
observa que el aislamiento TSWV-A9 es capaz de infectar tomate Wolverine (Sw-5b-) 
con una incidencia del 90% a los 30 dpi. Notablemente, en el ensayo 1, solo se infectó 
1/10 plantas de la variedad Quality (Sw-5b+), a los 30dpi; y en el ensayo 2, no se detectó 
infección en ninguna de las 10 plantas de tomate Quality inoculadas.  Es decir, en los 
ensayos de invernáculo, el aislamiento TWSV-A9 tampoco es capaz de quebrar la 
resistencia conferida por el gen Sw-5b. 
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En cuanto a la sintomatología causada por el aislamiento TSWV-A9, consistió en 
mosaico clorótico, bronceado y en algunas ocasiones, deformaciones y manchas 
necróticas en plantas de la variedad Wolverine (Figura 11), mientras que en la variedad 
resistente (Quality), solo se observaron lesiones de HR en las hojas inoculadas de las 
plantas que no se infectaron.  
  
Figura 10. Incidencia del aislamiento TSWV-A9 en cultivares Wolverine  y  Quality. Los valores de 
incidencia (% plantas infectadas/total) corresponden al promedio de los dos ensayos, con la 
correspondiente desviación estándar. Los gráficos y cálculos se realizaron con el software 
GraphpadPrism 6. 
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3.2.  Comportamiento del aislamiento TSWV-A9 en cultivares de 
pimiento Tsw+ y Tsw- 
 
Si bien el aislamiento TSWV-A9 extraído de plantas de tomate, es capaz de 
infectar solo tomate sin el gen Sw-5b, no se conocía su comportamiento en cultivares 
de pimiento Almuden (Tsw+) y Margarita (Tsw-). Para abordar este interrogante, se 
inocularon 10 plantas de cada cultivar, y de cada cultivar 2 plantas control, inoculadas 
sólo con buffer de inoculación (mock). Se registró la sintomatología y la incidencia a lo 
largo de 35 dias.  
En la Figura 12, se observa, que la incidencia llega al 90% a los 35 dpi, en ambas 
variedades, no existiendo diferencias significativas entre las mismas (P-value 0,9766). 
Estos resultados indican que TSWV-A9 (de tomate), infecta de la misma manera ambos 
cultivares de pimiento, comportándose fenotípicamente igual a los aislamientos TSWV-
A2 y TSWV-A24, caracterizados en el Cap. 1.  
 
 
Figura 11: Evaluación del comportamiento del aislamiento TSWV-A9 en cultivares de tomate. Síntomas observados en 
tomate A) Wolverine (Sw-5b-), B) Quality, una única planta (Sw-5b+). (C) hoja inoculada de tomate Quality presentando 
HR. D) control mock. 
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La sintomatología observada en ambos cultivares se muestra en la Figura 13, 
siendo indistinguible de la manifestada por aislamientos provenientes de plantas de 
pimiento del CHP. De estos ensayos se concluye que el aislamiento TSWV-A9 es capaz 
de infectar tanto pimientos Tsw- como Tsw+.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Evaluación del comportamiento del aislamiento TSWV-A9 en cultivares de pimiento. Síntomas observados en 
pimiento A) Margarita (Tsw-), B) Almuden (Tsw+), C) Control mock. 
 
 
Figura 12: Incidencia en cultivares Almuden (Tsw+) y Margarita (Tsw-) inoculados con el aislamiento 
TSWV-A9. Se grafica la media de incidencia determinada en 2 ensayos, con la correspondiente 
desviación estándar (barras de error). Gráfico y análisis realizados con GraphPad-Prism6. 
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Conclusiones 
 
• TSWV es la única especie de tospovirus encontrada en plantas de tomate del 
CHP. 
• Cuando se analiza la secuencia del gen N, se observa que los aislamientos 
TSWV-A11, A15, A19 y A25 provenientes de plantas de tomate del CHP están 
filogenéticamente relacionados con aislamientos del clado asiático (China y 
Corea del sur).  
• Los aislamientos TSWV-A11, 15, 19 y 25 forman un grupo monofilético, 
evolucionando a partir de una población ancestral común, junto con los 
aislamientos provenientes de plantas de pimiento del CHP. 
• El aislamiento TSWV-A9 habría evolucionado, junto con el aislamiento TSWV-
A3 proveniente de una planta de alstroemeria del CHP, a partir de una población 
ancestral diferente. 
• Los aislamientos de plantas de tomate provenientes del CHP no presentan las 
sustituciones aminoacídicas en las posiciones C118Y y/o T120N de la proteína 
NSm, por lo que pertenecen al biotipo wild type.  
• El aislamiento TSWV-A9 infecta un cultivar de tomate Sw-5b- (Walverine), pero 
no infecta un cultivar Sw-5b+ (Quality), en las condiciones evaluadas. 
• El aislamiento TSWV-A9 es capaz de infectar y producir la misma sintomatología 
característica de peste negra tanto en pimientos Tsw- como Tsw+.  
 
Discusión y perspectivas 
 
Los estudios volcados en este capítulo muestran que en cultivo de tomate del 
CHP, la única especie de tospovirus encontrada es TSWV, que son coincidentes con 
los obtenidos en los aislamientos de pimiento.  
El análisis de la secuencia nucleotídica del gen N, demuestra que la diversidad 
existente entre los aislamientos de tomate y pimiento es muy baja, con un porcentaje de 
identidad de 99,5 a 99,9 %. Tanto los aislamientos de tomate como los de pimiento del 
CHP, están filogenéticamente relacionados con aislamientos provenientes de China y 
Corea del Sur. Tal como se mencionó en el Capítulo 1, esto puede deberse al ingreso 
de material de propagación agámica de especies ornamentales provenientes de esos 
países, que podría haber estado infectado con TSWV, siendo la fuente de los 
aislamientos encontrados. Si bien en el análisis de bootstrapping, el aislamiento TSWV-
A9 y el aislamiento de alstroemeria TSWV-A3, presentan un soporte muy bajo (30%), 
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en principio se podría proponer la existencia de dos poblaciones ancestrales que dieron 
origen a los aislamientos del CHP: una de la cual provinieron los aislamientos TSWV-
A11, TSWV-A15, TSWV-A19 y TSWV-A25 junto con los de pimiento del CHP, y otra, los 
aislamientos A9 y A3. Para confirmar la existencia de dos poblaciones, será necesario 
en el futuro, la incorporación de mayor número de secuencias, de manera de obtener 
resultados más consistentes. 
El aislamiento TSWV-A9, pertenece al biotipo WT, es decir, no sería capaz de 
infectar tomate resistente, aunque en una de las repeticiones de los ensayo se observó 
una incidencia de TSWV del 10% en la variedad Quality (Sw-5b+). Se sabe que el gen 
Sw-5b presenta una penetrancia (porcentaje de individuos que presentan un genotipo 
dado y exhiben el fenotipo correspondiente) incompleta, lo que implica que un cierto 
porcentaje de las plantas no resista la infección por TSWV (Stevens et al., 1991; Roselló 
et al., 1997; Aramburu et al., 2007). Por lo tanto, se considera que la baja incidencia de 
TSWV en la variedad portadora del gen Sw-5b, no estaría relacionada con una 
capacidad del aislamiento WT, TSWV-A9, de sobrepasar la resistencia. Aun así, estos 
ensayos deberán repetirse con un mayor número de plantas y réplicas, así como 
incorporar otros cultivares de tomate con y sin el Sw-5b, de manera de reforzar y ampliar 
estos resultados. 
No se ha observado un quiebre de la resistencia en tomate, a diferencia de lo 
que ocurre en pimiento. Durante los relevamientos llevados a cabo en este estudio, 
TSWV se encontró infectando únicamente cultivares de tomate Sw-5b-. Esto se condice 
con los resultados obtenidos del análisis de la secuencia de la NSm, donde no se 
encuentran las sustituciones aminoacídicas C118Y y T120N. 
Los ensayos realizados en cultivares de pimiento Tsw+ y Tsw-, demostraron que 
el aislamiento TSWV-A9 es capaz de infectar ambos cultivares, no habiéndose 
detectado diferencias en incidencia ni sintomatología entre las variedades estudiadas. 
Este hecho indica que la población de TSWV existente en el CHP sería bastante 
homogénea, infectando tanto pimiento como tomate. 
Como se mencionó la proteína NSs es el factor de avirulencia del gen Tsw en 
pimiento, por lo que resulta de interés determinar las secuencias de la NSs de los 
aislamientos de TSWV de tomate y analizar si existieran variaciones respecto a la 
secuencia de aislamientos RB de pimiento ya caracterizados. Lo mismo ocurre con los 
aislamientos de pimiento como se mencionó en el Cap. 1, sería muy interesante 
determinar la secuencia de la proteína NSm. Esto es, sería interesante analizar la 
secuencia de la NSm de los aislamientos de TSWV de pimiento y analizar las posiciones 
118 y 120, para evaluar la posibilidad de que quiebren la resistencia mediada por el gen 
Sw-5b. Aun asi, hasta el momento no se ha encontrado un aislamiento capaz de quebrar 
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ambas resistencias (Debreczeni et al., 2015), probablemente por el alto costo que esto  
implicaría para el virus.  
 
Resulta interesante agregar que durante el último año de desarrollo de esta tesis 
con la Ing. Elena Dal Bó, hemos observado, en varios establecimientos del CHP, 
diferentes cultivares de tomate portadores del gen Sw-5b con síntomas como anillos 
necróticos, indistinguibles de aquellos observados en plantas con peste negra. Estos 
anillos se observaron únicamente en frutos, no observándose en hojas, ni en el resto de 
la planta. Estas observaciones tambien han sido encontradas en España y en Brasil, por 
Aramburu et al. (2002) y R.O.Resende (com. pers.). Esta preocupante situación abre 
interrogantes que serán abordados en el futuro con el objeto de contribuir al desarrollo 
de medidas de control más eficientes y sustentables para el cultivo de tomate.
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 TSWV es la única especie de tospovirus detectada en plantas de pimiento y 
tomate del CHP. No se encontraron reasociaciones con la especie TCSV, y seria 
poco probable que ocurran reasociaciones del segmento M de TSWV con el 
segmento M de GRSV. 
 
 Los aislamientos TSWV-A2, TSWV-A24 de pimiento y TSWV-A9 de tomate, son 
capaces de infectar pimientos Tsw+ y Tsw-, y tomate Sw-5b- pero ninguno  fue 
capaz de quebrar la resistencia de tomate Sw-5b+. La sintomatología e 
incidencia en estas plantas no mostró diferencias entre ellas ni con las descriptas 
en la bibliografía. 
 
 Se obtuvieron las secuencias nucleotídicas completas de los genes N y NSs, de 
6 aislamientos provenientes de plantas de pimiento que portan el gen Tsw, y de 
los genes N y NSm, de 5 aislamientos provenientes de plantas de tomate no 
portadoras del gen Sw-5b.  
 
 Los aislamientos del CHP forman un grupo monofilético, lo que indica que 
evolucionaron a partir de la misma población ancestral, mientras que los 
aislamientos TSWV-A9 de tomate y TSWV-A3 de alstroemeria se apartan de 
este grupo.  
 
 Los aislamientos del CHP están filogenéticamente relacionados con 
aislamientos provenientes de China y Corea del Sur. 
  
 No se observa un patrón de sustituciones aminoacídicas en la proteína NSs que 
se conserve entre todos los aislamientos RB de pimiento anotados en el 
GenBank, por lo que no se puede inferir el tipo de aislamiento de TSWV 
mediante la secuencia de este gen. 
 
 Los aislamientos de TSWV provenientes de plantas de tomate del CHP no 
presentan las sustituciones aminoacídicas en las posiciones C118Y y/o T120N 
de la proteína NSm, lo que indica que no son capaces de quebrar la resistencia 
mediada por el gen Sw-5b (aislamientos WT). 
 
• Entre los cultivares de pimiento Tsw+ se encontró una mayor diferencia en el 
fitness que la observada con el cultivar Tsw-. Esto muestra que la presencia del 
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gen Tsw no sería el único factor que interviene en el fitness del aislamiento 
TSWV-A2.  
 
• La adaptación del aislamiento TSWV-A2 a pimientos Tsw+, no significó un costo 
en el fitness en cultivares Tsw-.  
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